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RESUMO

SIQUEIRA, Nathane Pais, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2016. Avaliagdo dos parametros metabdlicos e imunolégicos da
substituicao da fonte lipidica da dieta por 6leo de coco virgem
(Cocos nucifera L.) em ratas Wistar. Orientadora: Maria do Carmo
Gouveia Peluzio. Coorientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta e
Manoela Maciel dos Santos Dias.

O dleo de coco virgem (Cocos nucifera L.) apresenta composi¢céo
diferenciada dos demais 6Oleos, com maiores propor¢cdes de acidos
graxos saturados (SFA), sendo a maior parte acidos graxos de cadeia
média (AGCM). Desses, a maior proporgao € representada pelo acido
laurico (C12:0), seguida pelo acido miristico (C14:0). Essa composi¢ao
diferenciada esta relacionada a diferencas em sua absorgao e
metabolismo no organismo. Contudo, os estudos n&o sao claros quanto
a quantidade desse 6leo que deve ser ingerida por dia. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos metabdlicos da
substituicdo da fonte lipidica da dieta por 6leo de coco virgem em ratas
Wistar. Foi realizado um experimento laboratorial e foram utilizados 32
animais, aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais (n=8).
Durante 10 semanas os animais receberam dietas normolipidicas, que
diferiam de acordo com a fonte lipidica utilizada, sendo, G1 — controle
AIN-93M, 6leo de soja; G2 — substituicdo de 10,4% do total de lipideos
por 6leo de coco; G3 — substituicdo de 50% do total de lipideos por
Oleo de coco; G4 — substituicado de 95% do total de lipideos por 6leo de
coco. Ao final do periodo experimental, ndo foram observadas
alteracbes nos parametros antropométricos advindos do consumo de
o6leo de coco (p>0,05), contudo, em G3 houve elevacido das
concentracdes séricas de triglicerideos, comparado aos demais grupos
que receberam 6leo de coco (p=0,004). Além disso, no tecido hepatico
dos animais de G4 foram encontrados maiores teores de acido caprico
(C10:0) e de acido miristico, em comparagao a G2 (p=0,002) e a G1 e
a G2 (p<0,001), respectivamente. As quantidades de SFA total foram

maiores nos grupos G3 e G4, em comparagdo com os demais grupos

XV



(p=0,002). Com relagdo aos diferentes tecidos adiposos, o tecido
adiposo intra-abdominal apresentou maiores concentracées de C10:0
em G3 e G4 (p<0,001). Nos tecidos adiposos mesentérico e perirrenal,
foram observadas maiores concentragdes desse acido graxo em G4,
seguido por G3 (p<0,001 e p=0,001, respectivamente). As quantidades
de C14:0 também foram maiores em G3 e G4 nos tecidos adiposos
intra-abdominal (p<0,001) e perirrenal (p=0,001), em comparagcéo aos
demais grupos. Ja no tecido adiposo mesentérico, esse acido graxo
apresentou-se aumentado em G4, seguido por G3 (p<0,001). A
quantidade de SFA total foi maior em G4 nos tecidos adiposo intra-
abdominal (p<0,001), mesentérico (p=0,008) e perirrenal (p=0,005). O
consumo de oOleo de coco também elevou as concentragdes das
citocinas pro-inflamatorias IL-18 (p=0,039) e IL-12 (p=0,014). Além
disso, foi possivel observar maior atividade da enzima catalase nos
grupos que receberam 6leo de coco (p<0,001) e reducédo de
Malondialdeido em G3, em comparacdo a G1 (p=0,021). Assim,
conclui-se que, apesar do consumo de 6leo de coco, em uma dieta
normolipidica, aumentar a atividade da enzima catalase e reduzir a
peroxidagao lipidica, a substituicdio de maiores quantidades dos
lipideos da dieta por 6leo de coco pode elevar as concentragdes
plasmaticas de triglicerideos, bem como levar ao maior acumulo de
C10:0, C14:0 e SFA total, tanto no figado quanto nos diferentes tecidos
adiposos. Esses resultados, associados ao aumento das
concentracbes de citocinas pré-inflamatérias no tecido adiposo,
ressaltam que o consumo desse Oleo deve ser realizado com cuidado e
atencdo e, portanto, mais estudos se fazem necessarios para

determinacao da quantidade adequada a ser consumida.
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ABSTRACT

SIQUEIRA, Nathane Pais, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2016. Evaluation of the metabolic and immunological parameters
of of replacement the lipid source diet for virgin coconut oil
(Cocos nucifera L.) in Wistar rats. Advisor: Maria do Carmo Gouveia
Peluzio. Co-advisers: Sérgio Luis Pinto da Matta and Manoela Maciel
dos Santos Dias.

Virgin coconut oil (Cocos nucifera L.) presents different composition
compared to other oils, with higher proportions of saturated fatty acids
(SFA), being most of them medium-chain fatty acids (MCFA). The lauric
acid (C12:0) represents the largest proportion, followed by myristic acid
(C14:0). This different composition is related to differences in their
absorption and metabolism in the body. However, the studies are not
clear about the amount of this oil should be consumed per day. Thus,
the aim of this study was to evaluate the metabolic effects of replacing
the fat source of the diet for virgin coconut oil in Wistar rats. A
laboratory experiment was conducted using 32 animals randomly
divided into 4 experimental groups (n=8). For 10 weeks, the animals
received normolipidics diets, which differed according to the lipid source
used, being G1 - AIN-93M control soybean oil; G2 - replacing 10.4% of
total lipids for coconut oil; G3 - replacement of 50% of total lipids for
coconut oil; G4 - replacing 95% of total lipids for coconut oil. At the end
of the trial period, no changes were observed in anthropometric
parameters arising from coconut oil consumption (p>0.05), however, in
G3 there was an increase of serum triglycerides, compared to other
groups who received coconut oil (p=0.004). Furthermore, in liver tissue
of animals G4 were found higher capric acid content (C10:0) and
myristic acid, in comparison to G2 (p=0.002) and G1 and G2 (p<0.001),
respectively. The total amounts SFA were higher in groups G3 and G4,
as compared to the other groups (p=0.002). With regard to the different
adipose tissue, intra-abdominal adipose tissue showed higher
concentrations of C10:0 in G3 and G4 (p<0.001). In perirenal and

mesenteric adipose tissue were observed higher concentrations of this
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fatty acid in G4, followed by G3 (p<0.001 and p=0.001, respectively).
The amounts of C14:0 were also higher in G3 and G4 in intraabdominal
adipose tissue (p<0.001) and perirenal (p=0.001) compared to the other
groups. In the mesenteric adipose tissue, this fatty acid was increased
in G4, followed by G3 (p<0.001). The total amount of SFA was higher at
G4 in intraabdominal adipose tissue (p<0.001), mesenteric (p=0.008)
and perirenal (p=0.005). The consumption of coconut oil also increased
IL-18 concentrations (p=0.039) and IL-12 (p=0.014). Furthermore, we
observed increased activity of the enzyme catalase in the groups that
received coconut oil (p<0.001) and reduced malondialdehyde in G3,
compared to G1 (p=0.021). Thus, we can conclude that although
coconut oil consumption in a normolipidic diet increase the catalase
enzyme activity and reduce lipid peroxidation, the replacement of higher
amounts of dietary lipids of coconut oil may raise plasma concentrations
of triglycerides and lead to greater accumulation of C10:0, C14:0 and
the total SFA, both in the liver and in the different adipose tissues.
These results, associated with increased concentrations of pro-
inflammatory cytokines in adipose tissue, point out that the consumption
of oil should be carried out with care and attention and therefore more
studies are necessary to determine the appropriate amount to be

consumed.
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1 INTRODUGAO

O dleo de coco virgem (Cocos nucifera L.) é o resultado de um
processamento conhecido como extracdo uUmida, que se da,
inicialmente, pela obtencao do leite de coco fresco, por prensagem, a
partir da polpa dos frutos do coco. Em seguida, é produzida uma
emulsdo que € quebrada, na presenga ou auséncia de altas
temperaturas e sem o uso de produtos quimicos” 2. O processamento
com o controle de temperatura € o mais desejavel para a obtengao do
oleo de coco virgem, uma vez que os compostos que contribuem para
seu efeito antioxidante e anti-inflamatério, como os fitoquimicos,
polifendis, tocoferdis e fitoesterdis, e sdo termicamente instaveis® *°.

Composto, em sua maior parte (cerca de 60 a 63%), por
triglicerideos de cadeia média (TCM), com 8 a 12 atomos de carbono,
como os acidos caprilico (C8:0), caprico (C10:0) e laurico (C12:0)?,
esse 0leo apresenta, ainda, cerca de 90% de acidos graxos saturados,
sendo a maior proporcao desses, 40 a 60 %, representada pelo acido
laurico (C12:0)>°.

Com relagao ao metabolismo do 6leo de coco, 0 menor tamanho
da cadeia carbbnica dos &acidos graxos de cadeia média (AGCM),
comparado com os acidos graxos de cadeia longa (AGCL), leva a
diferengcas de digestdo, absorcdo e metabolismo que podem estar
associadas ao menor ganho de peso’ relacionado ao consumo desse
Oleo.

Essa diferenca pode ocorrer porque os TCM nao necessitam da
completa hidrolise no intestino delgado para serem absorvidos,
requisitando de uma menor agao da enzima lipase pancreatica. Assim,
apos a absorgado, os acidos graxos livres (AGL) se ligam a albumina e
sdo transportados diretamente ao figado, através da circulacdo portal®
° No figado, esses AGL sao oxidados mais rapidamente que os AGCL,
pois, devido ao pequeno tamanho, ndo necessitam da enzima
carnitina-palmitoil transferase | para seu transporte para o interior das

mitocdndrias. Dessa forma, os AGCM oxidados tém sua energia



dissipada na forma de calor, ficando, portanto, menos disponiveis para
o depdsito no tecido adiposo® "°.

Além disso, também ja foi observado que os TCM poderiam
atuar sobre o perfil lipidico, aumentando os niveis de High-density
Lipoprotein colesterol (HDL-c)'!, e sobre as citocinas inflamatérias,
ativando as células do sistema imune, principalmente os macréfagos'?.

Dessa forma, hipotetizou-se que o 6leo de coco virgem atuaria
na redugao de peso corporal, devido a sua composicao diferenciada
em acidos graxos, com menor incorporagdo destes nos tecidos, em
funcdo da sua oxidacdo mais rapida no figado, na melhoria dos
parametros bioquimicos e na melhora do estado oxidativo, com

aumento da atividade das enzimas antioxidantes em ratas Wistar.



2 OBJETIVOS
2. 1 Geral

Avaliar os parametros metabdlicos e imunoldgicos da
substituicdo da fonte lipidica da dieta por 6leo de coco virgem (Cocos

nucifera L.) em ratas Wistar.

2. 2 Especificos

v' Revisar a literatura cientifica concernente aos efeitos da
ingestao de dleo de coco sobre o perfil lipidico;

v Avaliar os efeitos da substituicdo parcial da fonte lipidica da dieta
por O6leo de coco virgem em relagdo aos parametros
antropomeétricos, bioquimicos, histolégicos, inflamatérios e do

estresse oxidativo em ratas Wistar.



3 METODOLOGIA GERAL
3.1 Experimentagao animal
3.1.1 Calculo amostral

O tamanho amostral foi calculado conforme proposto por Mera e
colaboradores'®, adotando-se uma diferenca de 20% no ganho de peso
(variavel principal) em relacdo aos animais alimentados com
triglicerideos de cadeia longa (TCL) e TCM'® e um poder estatistico de
98% (0=2%), resultando em 8 animais por grupo experimental
(Apéndice A). Para os calculos foram utilizados os valores de baseline
do estudo de Geliebter e colaboradores'®. A escolha do ganho de peso
corporal como variavel principal baseou-se no fato desse ser o principal
resultado esperado a partir da suplementagdo com o 6leo de coco

virgem.

3.1.2 Modelo animal

Foram utilizadas trinta e duas ratas fémeas da linhagem Wistar
(Rattus novergicus, variedade albinus, Rodentia), adultas, com peso
médio de 217+11,7g, provenientes do Biotério Central do Centro de

Ciéncias Biologicas e da Saude, da Universidade Federal de Vigosa.

3.1.3 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), sob o
numero de protocolo 99/2014 (Anexo A).

3.1.4 Desenho experimental

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com ciclo de
claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 22 + 2 °C, durante
todo o periodo experimental. Inicialmente, os animais foram divididos
randomicamente em quatro grupos experimentais (n=8), de forma que

a meédia de peso inicial dos grupos fosse semelhante.



As dietas experimentais foram formuladas de acordo com as
recomendagdes AIN-93M, propostas pelo American Institute of
Nutrition'* para manutengdo de animais adultos. Para confecgado
dessas dietas houve a substituicdo parcial da fonte lipidica, em
diferentes concentragdes, por 6leo de coco virgem, de forma que as
mesmas se mantivessem isocaldricas (Tabela 1). Assim, foi formulada
uma dieta controle AIN-93M (4g de 6leo de soja/ 100g de dieta, G1);
uma dieta com 10,4% de 6leo de coco (0,424g de dleo de coco + 3,589
de 6leo de soja/100g de dieta, G2); uma dieta com 50% de dleo de
coco (2,17g de 6leo de coco + 2g de 6leo de soja/ 100g de dieta, G3);
uma dieta com 95% de 6leo de coco (4,12g de oleo de coco + 0,2g de
oleo de soja/ 100g de dieta, G4) (Figura 1).

Tabela 1 — Composicao centesimal das dietas experimentais

Grupos Experimentais

Ingredientes™* 1 2 3 4
Amido de milho (qsp*) 46,57 46,57 46,57 46,57
Caseina (>85% de proteina) 14 14 14 14
Amido dextrinizado 15,5 15,5 15,5 15,5
Acucar refinado 10 10 10 10
Oleo de Soja 4 3,58 2 0,2
Oleo de Coco 0 0,424 2,17 412
Celulose 5 5 5 5
Mix mineral 3,5 3,5 3,5 3,5
Mix vitaminico 1 1 1 1
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Peso final 100 100,004 100,17 100,32
Kcal total 376,6 376,6 376,6 376,6

Dietas baseadas na recomendagdo AIN-93M™. **Dietas (g/100 g); *qsp = quantidade
suficiente para; g = gramas; Kcal = Calorias.
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Figura 1 — Desenho experimental.

O calculo energético da dieta foi realizado com base nos valores
caléricos de cada odleo, para tanto, considerou-se que um mL de um
oleo fonte de TCL, como o 6leo de soja, fornece 9,2 Kcal, enquanto um
mL de um dleo fonte de TCM, como o 6leo de coco, fornece 8,3 Kcal'™
16.

A menor concentracdo de 6leo de coco nas dietas experimentais
(G2, substituicdo de 10,4% do total de lipideos por 6leo de coco) foi
estabelecida a partir da média de recomendacgao dos fabricantes desse
Oleo para consumo humano por dia, que é de 15 a 30 mL/dia. Foi
realizado o calculo de conversdo dos valores recomendados para
roedores, mantendo-se a proporcionalidade para humanos. Em
seguida, foi definida a maior concentragdo de 6leo de coco a ser
ofertada (G4, substituicdo de 95% do total de lipideos por dleo de
coco), sendo essa, baseada no maximo de substituicdo do 6leo de soja
por 6leo de coco que pode ser realizada sem causar prejuizo a saude
dos animais, em funcdo da necessidade do fornecimento de acidos
graxos essenciais'®. Por fim, determinou-se que um grupo (G3,
substituicdo de 50% do total de lipideos por 6leo de coco) receberia
metade do total de lipideos de cada um dos 6leos.

As dietas foram confeccionadas na forma de pellets e foram

armazenadas protegidas da luz, em temperaturas de 0 a 4°C, até o



momento da sua utilizacdo. Os animais receberam agua destilada e

dieta ad libitum, por dez semanas.

3.2 Oleos testes

O odleo de coco virgem utilizado no experimento foi fornecido
pela empresa Dr. Organico® (Porto Feliz, Brasil) por meio de doagao, ja
o 6leo de soja (Soya, BUNGE®, Brasil) foi adquirido do comércio local.

O perfil de acidos graxos dos oleos utilizados neste estudo foi
determinado no Laboratério de Bioquimica Nutricional do
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa.
Para tanto, utilizou-se a metodologia de Hartman e Lago'’ para
saponificacdo e esterificacdo dos 6leos. As amostras foram analisadas
em cromatografo a gas (Shimadzu®, modelo CG-17/ Class, Jap3o)
equipado com detector de ionizagéo e coluna cromatografica capilar de
silica fundida SP-2560 (biscianopropil polysiloxane SP-2560) de 100
metros de comprimento e 0,25 mm de didmetro, conforme descrito por
Rosa e colaboradores®. Para tanto, utilizou-se a seguinte programacéo
de leitura: temperatura inicial de 50°C, com rampa de aquecimento de
10°C por minuto até alcancar 150°C e, em seguida, 4°C por minuto até
alcancgar a temperatura de 250°C. A temperatura do injetor foi mantida
a 240°C e detector a 260°C. O gas de arraste foi o hidrogénio ultra
puro, razao split:;5 e fluxo da coluna de 1,6 mL/min. A identificacéo e
quantificacdo dos acidos graxos presentes nas amostras foram
realizadas pela comparag¢ao do tempo de retencdo das amostras com o
padrao de mistura de acidos graxos (FAME — SupelcoTM de C 4:0a C
24:0, Sigma-AIdrich®, EUA), sendo os resultados expressos em

percentual.

3.3 Eutanasia e dissecagao dos orgaos

Ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados
no Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricéo
e Saude da Universidade Federal de Vigosa, em ambiente tranquilo e

adequado, longe da sala de experimentagdo. O procedimento foi
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realizado por médico veterinario e uma equipe de apoio devidamente
treinada.

Apos serem submetidos a um jejum de 12 horas, os animais
foram anestesiados de 3 a 5 minutos com isoflurano, a 3% (Cristalia®,
Brasil), utilizando circuito simples com fluxdmetro, acoplado a um
cilindro de oxigénio.

Para tanto, os roedores foram acondicionados individualmente
em caixas transparentes vedadas, para saturagcdo do anestésico,
ampliando, assim, os efeitos de sedacdo e de anestesia profunda.
Foram avaliados os parametros fisiologicos e os reflexos para
averiguacao do grau de sensibilidade da anestesia para que, enfim, os
animais fossem submetidos a exsanguinacgao total.

O sangue foi coletado por incisédo na aorta abdominal em tubos
sem heparina que, posteriormente, foram centrifugados a 704g, por 10
minutos (modelo Z216MK, Hermle®, Alemanha). O soro foi retirado e
armazenado a -80 °C para analises posteriores.

Os tecidos adiposos intra-abdominal, mesentérico e perirrenal
também foram congelados a -80 °C para analises posteriores. Além
disso, uma pequena porcao do tecido adiposo intra-abdominal foi
lavada com solugédo salina tamponada com fosfato 10mM (PBS) e
fixada em solugdo de formalina de Carson'® tamponada com 1% de

calcio para as analises histoldgicas.

3.4 Avaliagao da ingestao alimentar e das medidas corporais
3.4.1 Consumo alimentar

A ingestao alimentar foi monitorada pela diferenga, em gramas,
entre a quantidade de dieta ofertada e a quantidade restante nos
comedouros e as sobras no fundo da gaiola, pesados semanalmente

durante todo o periodo experimental.

3.4.2 Medidas corporais
O peso dos animais foi verificado semanalmente (Mettler

Toledo®, Brasil), sendo que o peso final de cada animal foi subtraido do
8



peso inicial para determinacdo do ganho de peso. Ainda, a relacéo
entre o ganho de peso (g) e a ingestao alimentar foi utilizada para o
calculo do coeficiente de eficacia alimentar (CEA).

Ao inicio e ao final do experimento, foram aferidos os perimetros
abdominal (imediatamente apds as pernas dianteiras) e toracico
(imediatamente antes das pernas traseiras) e, posteriormente, foram
calculadas as diferencas destas circunferéncias.

Adicionalmente, foi calculado o indice de Massa Corporal (IMC),
a partir da divisdo do peso corporal (g) pelo quadrado do comprimento
focinho-anus (cm)?®°. Apesar deste indice n3o apresentar nivel
classificatério para animais, os valores mais elevados revelam maior

propensao para indices de adiposidade maiores.

3.5 Contagem e morfometria de adipocitos

As células do tecido adiposo intra-abdominal foram mensuradas
de acordo com Boqué e colaboradores®'. Para tanto, aproximadamente
30mg desse tecido adiposo, foram desidratados em gradientes
crescentes de etanol (70% a 100%) e incluidos em Paraplast Plus
(Sigma®, Suica).

A seguir, secc¢des transversais de S5um de espessura foram
obtidas em micrétomo rotativo (modelo CUT 4055, Olympus®, EUA).
Os cortes foram fixados em laminas de vidro, corados com
hematoxilina e eosina?> e montados em Entellan (Merck®, Alemanha).
As analises foram realizadas no Laboratorio de Biologia Celular do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa.

Para as analises histoldgicas, dez imagens por animal (80
imagens por grupo) foram capturadas utilizando-se o microscopio
Primo Star 2012 (Zeiss®, Alemanha), com camera fotografica acoplada
(Aixo ERc5s, Zeiss®, Alemanha), ampliagdo total de 200x (10x de
lentes oculares e 20x lentes objetivas) e com 2048x1024 pixels de
resolugdo. Essas imagens foram analisadas no software Adiposoft

(Adiposoft from CIMA, University of Navarra), validado por Galarraga e



colaboradores?®, para determinar o nimero de adipdcitos e a area de
cada célula.

Para a mensuragéo da area, utilizou-se o fator de calibragdo no
Adiposoft igual a 0.17, sendo que apenas os adipocitos que
apresentavam os contornos bem definidos e que estavam completos
no campo da foto foram medidos. Para a contagem dos adipdcitos,
também s6 foram considerados aqueles que apresentassem contornos
bem definidos e que estavam completos no campo da foto.
Posteriormente, determinou-se a area de cada foto, utilizando-se o
programa Image-Pro Plus (area da foto=141164,2 p?), sendo o niimero

de adipdcitos contado e expresso pela area da foto.

3.6 Analises Bioquimicas

Aliquotas de soro foram utilizadas para as analises de glicose,
triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e HDL-colesterol (HDL-c), por
métodos enzimaticos colorimétricos, utilizando-se kits comerciais
(Bioclin®, Brasil), e o aparelho BS200 (Mindray®, China). Para
determinacdo da fracdo de LDL-colesterol (LDL-c) foi realizado o
calculo, segundo a equagao de Friedewald e colaboradores?®*: LDL-c =
(CT — HDL-c) — (TG/5). As analises foram realizadas no Laboratério de
Analises Clinicas do Departamento de Nutricdo e Saude da

Universidade Federal de Vigosa.

3.7 Avaliagao da incorporagcdo de acidos graxos nos tecidos
adiposo intra-abdominal, adiposo mesentérico e adiposo

perirrenal e no figado

A avaliacdo da incorporagdo de acidos graxos teciduais foi
realizada no Laboratério de Bioquimica Nutricional do Departamento de
Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigcosa, por meio da
determinacao do perfil lipidico dos tecidos adiposos intra-abdominal,

mesentérico e perirrenal, bem como do figado.
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Para tanto, os acidos graxos dos tecidos foram extraidos,
segundo o método de Folch e colaboradores®, de 30mg de cada tecido
adiposo e de 100 mg de figado.

Posteriormente, esses foram saponificados e esterificados,
segundo metodologia proposta por Hartman e Lago'’. Em seguida, as
amostras foram ressuspendidas em 600uL de hexano e injetadas em
cromatégrafo a gas (Shimadzu®, modelo CG-17/ Class, Japao),
equipado com detector de ionizagéo e coluna cromatografica capilar de
silica fundida (biscianopropil polysiloxane SP-2560) de 100 metros de
comprimento e 0.25 mm de diametro™®. Para os tecidos adiposos, a
temperatura inicial de leitura utilizada foi de 120°C por 2 minutos e a
temperatura final de 240°C, com taxa de aquecimento de 8°C/minuto®.
Para o figado, a temperatura inicial de leitura foi 140°C por 5 minutos e
a temperatura final 240°C, com taxa de aquecimento de 4°C/minuto’®.

Para identificacao dos acidos graxos nas amostras foi realizada
a comparacgao do tempo de retencdo das amostras com o padrao de
mistura de acidos graxos (FAME — SupelcoTM de C4:0 a C24:0,

Sigma-Aldrich®, EUA), sendo os resultados expressos em percentual.

3.8 Citocinas inflamatorias

Para dosagem das citocinas inflamatérias interleucina-1$ (IL-1p3),
interleucina-12 (IL-12), interferon Y (IFN Y) e fator de necrose tumoral a
(TNF a) utilizou-se 100mg de tecido adiposo intra-abdominal de cada
animal, homogeneizados com tampao fosfato 50 mM (pH 7,0)
adicionado com Tween-20 a 0,05% e aprotinina a 5mg/mL. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 8000g (modelo Z216MK,
Hermle®, Alemanha) a 4 °C, por 5 minutos e os sobrenadantes
retirados. Essa extragao foi realizada no Laboratério de Bioquimica
Nutricional do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade
Federal de Vigosa, em seguida, as amostras foram enviadas ao
Laboratério Especializado em Analises Cientificas (LEAC, Sao Paulo),
acondicionadas em quantidade adequada de gelo seco (conforme

instrugdes do laboratdrio), onde o ensaio foi realizado.
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A técnica utilizada foi a de xMAP (MAP=Multiple Analyte
Profiling, x=citocinas), a qual envolve um processo capaz de corar
microesferas magnéticas com dois fluorocromos espectrais distintos.
Cada esfera apresenta uma “assinatura” baseada em “cédigo de cor”.
Assim, o analito se liga, por meio de ligagbes covalentes néao
reversiveis, aos anticorpos de captura localizados na superficie das
microesferas. A deteccdo é feita através de um terceiro marcador
fluorescente, ficoeritrina, ligada ao anticorpo de detecgdo. O kit
utilizado foi RECYT-65K-04 (IL-1B, IL-12p70, IFN Y e TNF a, Millipore®,
Alemanha) que utiliza essas microesferas como base dos imunoensaio
multiplex e dosa todas citocinas simultaneamente. Assim, cada esfera
€ conjugada a um anticorpo analito especifico e sao lidas no
equipamento Luminex, através de sistema duplo de /asers. Um feixe de
laser detecta a microesfera (o codigo de cor especifico para o ensaio) e
0 outro /aser quantifica o sinal de reporter em cada microesfera. As
concentragbes minimas de deteccao desse kit sdo de 2,8 pg/mL para
IL-18, de 3,3 pg/mL para IL-12, de 6,2 pg/mL para IFN Y e de 1,9 pg/mL
para TNF a.

3.9 Atividade das enzimas antioxidantes

Para determinacdo da atividade da enzima superéxido
dismutase (SOD), amostras de 100 mg de figado dos animais foram
homogeneizadas com tampao fosfato 50 mM (pH 7,0) e centrifugadas a
11269¢g (modelo Z216MK, Hermle®, Alemanha) a 4 °C, por 10 minutos,
sendo o sobrenadante resultante utilizado para a mensuracdo da
atividade dessa enzima. Para tanto, utilizou-se metodologia adaptada
de Dieterich e colaboradores?’, a qual baseia-se na habilidade da SOD
de retirar o superéxido do meio, diminuindo, assim, a razdo de auto-
oxidac&o do pirogalol (Sigma-Aldrich®, EUA), utilizando-se leituras em
espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Scientific®, Finlandia), a 570
nm.

Para determinar a atividade da enzima catalase (CAT), amostras

de 100 mg de figado dos animais foram maceradas com tampao
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fosfato 50 mM (pH 7,0) com 1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®, EUA).
O homogenato resultante foi, em seguida, centrifugado a 1956g
(modelo Z216MK, Hermle®, Alemanha) a 4° C, por 10 minutos. O
sobrenadante obtido foi utilizado para mensuracdo da atividade
enzimatica, que é determinada pela taxa de decaimento do peroxido de
hidrogénio lido em espectrofotbmetro (Multiskan GO, Thermo
Scientific®, Finlandia), a 240nm?®. As analises foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutricdo e

Saude da Universidade Federal de Vigosa.

3.10 Avaliagao da peroxidacgao lipidica

Conforme metodologia proposta por Buege e Aust®®, foi
determinada a capacidade do malondialdeido (MDA), um produto
secundario da peroxidagao lipidica, de reagir com o acido tiobarbiturico
(TBARS).

Para tanto, 100mg do tecido hepatico foi homogeneizado com
tampéo fosfato 50 mM (pH 7,0) e centrifugados a 958g (modelo
Z216MK, Hermle®, Alemanha), por 10 minutos. Ao sobrenadante
resultante foi acrescentada a solucdo de TBARS, que continha acido
tricloroacético (Sigma-Aldrich®, EUA) e acido tiobarbittrico (Merck®,
Alemanha), sendo a reagdo mantida em banho-maria, a 100°C por 10
minutos.

Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas a
958g (modelo Z216MK, Hermle®, Alemanha), por 10 minutos, e o
sobrenadante foi utilizado para a mensuragao espectrofotométrica
(Multiskan GO, Thermo Scientific®, Finlandia), a 535 nm.

Para o calculo da concentracdo de TBARS no homogenato, o
coeficiente de extingcdo molar de 1,56 x 10° M/cm foi utilizado, sendo, a
concentracao final expressa em micromol/mg de proteina. As analises
foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Nutricional do

Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa.
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3.11 Dosagem de proteinas

A quantidade de proteina presente nas amostras de tecido
hepatico utilizadas nas analises de CAT, SOD e TBARS foi mensurada
segundo metodologia de Lowry e colaboradores®, no Laboratério de
Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutricdo e Saude da
Universidade Federal de Vigosa, para que os resultados pudessem ser
normalizados pela concentragao de proteinas dos tecidos.

O principio do método consiste na hidrélise alcalina das
proteinas da amostra e na formagao de um complexo de cor azul, a
partir da reagdo com o reagente de Folin Ciocalteu (Sigma-Aldrich®,
EUA). Assim, a intensidade da coloracdo desse complexo é
proporcional a concentragdo de proteina da amostra. Para a
determinacdo da concentracdo, foi utilizada uma curva padrdao de
proteina com solucdo de albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich®,
EUA). As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Multiskan
GO, Thermo Scientific®, Finlandia), a um comprimento de onda de
700nm.

3.12 Analises estatisticas

A normalidade das variaveis foi determinada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e, em seguida, as variaveis foram submetidas a
analise de variancia. As comparagdes entre os quatro grupos foram
realizadas pela analise de variancia, ANOVA one way, seguida do teste
post hoc de Tukey para dados com distribuicdo normal, enquanto que,
para os dados ndo paramétricos, foi aplicado o teste de Kruskal Wallis
complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. O
processamento e analise estatistica dos dados foram realizados
utilizando o software SPSS, versao 20 para Windows (SPSS INC.
Chicago, IL. USA), considerando a=5%. Os resultados foram expressos
como media + erro padrao para resultados com distribuicdo normal e

mediana = intervalo interquartilico para resultados ndo paramétricos.
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo I: Efeitos do consumo de 6leo de coco sobre o perfil

lipidico em humanos: uma revisao sistematica
5.1.1 Resumo

Nos dultimos anos, o conhecimento dos beneficios advindos do
consumo de oOleo de coco tem aumentado. Contudo, a associacdo
entre o consumo desse Oleo e alteragdes no perfil lipidico ainda
merecem atencéo. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi conduzir
uma revisao sistematica para avaliar a evidéncia cientifica concernente
aos efeitos da ingestdo de o6leo de coco sobre o perfil lipidico. Para
tanto, foi realizada uma pesquisa nas bases de dados Science Direct,
PubMed e Scopus até abril de 2016. Foram incluidos estudos de
intervencgao realizados com humanos que comparassem os efeitos do
consumo de 6leo de coco sobre os parametros bioquimicos com outras
fontes lipidicas. A partir da literatura pesquisada, foram identificados
4725 artigos, dos quais 13 foram incluidos nesse estudo. A
metodologia desses artigos foi classificada com base em critérios de
qualidade. Além desses artigos, uma referéncia adicional de outra base
de dados foi incluida, devido a sua relevancia. As analises dos
resultados foram realizadas de forma subjetiva e em relacdo as
caracteristicas dos 6leos de comparagao, aos tempos de tratamento e
as caracteristicas dos voluntarios dos estudos, das dietas consumidas
e dos 6leos de coco ingeridos. Foi possivel concluir que ndo ha um
consenso com relagao aos efeitos do consumo de 6leo de coco sobre o
perfil lipidico, tendo sido observado tanto o aumento das concentragbes
de colesterol total e LDL, quanto o aumento de HDL apds seu
consumo. Assim, mais estudos envolvendo essa tematica se fazem
necessarios.

Palavras-chaves: 6leo de coco, consumo, perfil lipidico.
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5.1.2 Abstract

In recent years the consumption of coconut oil has increased due to
spreading knowledge of its benefits. However, the association between
the consumption of this oil and changes in the lipid profile also has
begun to attract attention. The objective of this study was to conduct a
systematic review to investigate the effects of coconut oil on the lipid
profile. Science Direct, PubMed and Scopus databases were searched
until April 2016 and supplemented by an additional reference relevant.
Human intervention trials with the objective of investigating independent
effects of coconut oil on lipid concentrations were included. From the
literature search, 4725 publications were screened and 13 studies were
included in this study. These papers received a rating based upon the
methodology as it appeared in the publication. The analysis was
performed in relation to characteristics of the oils compared, to
treatment times and to characteristics of the volunteer studies, the
consumed diets eaten and the coconut oils. In conclusion, there is no
consensus regarding the effects of the consumption of coconut oil on
the lipid profile, having been observed both the increase in total
cholesterol and LDL, increasing HDL as after consumption. Thus,
further studies involving the issue are needed.

Keywords: coconut oil, consumption, lipid profile.
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5.1.3 Introdugao

Nos ultimos anos, tem sido recomendada a substituicido de
dietas com altas concentragdes de acidos graxos saturados (SFA) por
dietas com maiores quantidades de lipideos insaturados, como fontes
de acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e de acidos graxos poli-
insaturados (PUFA), para melhora do perfil lipidico’. Assim, ocorreria
uma reducado nas concentragdes seéricas de Colesterol Total (CT),
Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL), Triglicerideos (TG)?
Apolipoproteina A-l (Apo-Al) e Apolipoproteina-B (Apo—B)3.

Além disso, o consumo de elevadas quantidades de acido
laurico (C12:0) poderia, também, levar ao aumento do colesterol sérico,
quando comparado ao consumo de MUFA, como o oleico (C18:1)*.

Nesse sentido, o 6leo de coco (Cocos nuficera L.), por possuir
composigédo diferenciada dos demais O6leos, com maiores
concentragbes de 4&cidos graxos saturados de cadeia média,
principalmente de acido laurico®, deve ser utilizado com cautela®.

No entanto, os efeitos do consumo desse 6leo sobre os
parametros bioquimicos ainda sdo controversos. Estudos, tanto em
humanos® ” quanto em animais®, apresentaram resultados benéficos
do consumo de 6leo de coco, apesar da sua alta concentracéo de SFA.
Esse fato estaria relacionado a composicao desse 6leo, que apresenta
quantidades significativas de fitoquimicos, como polifendis, tocoferois
e fitoesterois®, o que pode contribuir para elevacéo da Lipoproteina de
Alta Densidade (HDL)'.

Dessa forma, o objetivo dessa revisao sistematica foi avaliar a
evidéncia cientifica concernente aos efeitos da ingestdo de dleo de

coco sobre o perfil lipidico total de humanos.

5.1.4 Metodologia

Essa revisdo sistematica foi conduzida segundo as
recomendacgdes do guia Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses®. Foram selecionados artigos relevantes

publicados até 07 de abril de 2016 nas bases de dados Science Direct
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(http://www.sciencedirect.com/science/search), PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/advanced) e Scopus
(https://www.scopus.com/), utilizando-se a combinagdo dos seguintes
descritores: “Coconut oil’, ou “Coconut fat’, ou “Lauric acid’ e
“Cholesterol”’, ou “Triglycerides”, ou “LDL cholesterol’, ou “LDL”, ou
“HDL cholesterol’, ou “HDL”, ou “VLDL cholesterol’, ou “VLDL”, ou
“Hypercholesterolemia”, ou “Lipoproteins”, ou “Hypertriglyceridemia”, ou
“Dyslipidemia”, ou “Lipid profile”, ou “Cardiovascular disease”, ou
“Plasma lipids”, ou “Apolipoprotein”.

Os artigos foram incluidos neste estudo caso apresentassem
dados originais de estudos de intervengdo realizados com humanos;
caso comparassem os efeitos do consumo de 6leo do coco sobre os
valores (média £ desvio padrdo) de pelo menos um dos parametros
bioquimicos de interesse (Colesterol Total, LDL colesterol, HDL
colesterol e Lipoproteina de Densidade Muito Baixa — VLDL colesterol)
ao final da intervencao; caso o tempo de intervencao fosse de, no
minimo, quatro semanas; caso fossem publicados na lingua inglesa.

Assim, para a pesquisa dos artigos, em cada base de dados
foram adicionadas as combinacdes dos descritores e, em seguida,
foram selecionados filtros, buscando-se apenas os artigos de interesse.
Dessa forma, no Science Direct utilizaram-se os filtros “Journals”, “All’
e “All Science”; no PubMed “Clinical Trial’, “Humans” e “English”; e no
Scopus “Human”, “Article”, “Journal’ e “English’. Em seguida, os artigos
foram avaliados segundo a presenga dos descritores como palavras-
chaves e a disponibilidade de acesso. Apds avaliagao dos titulos e
resumos, os artigos foram selecionados. Por fim, os artigos duplicados,
que apresentaram metodologia inadequada, por nao permitirem as
conclusdes apresentadas, ou que nao avaliaram o efeito independente
do dleo de coco, foram excluidos.

Os estudos incluidos foram, entdo, avaliados em relagcao a
qualidade metodolégica’®, por meio da escala de pontuagdo adaptada
de Mukuddem-Petersen'’ com os seguintes critérios: 1) “O estudo é
controlado?”; 2) “Houve randomizagdo?”; 3) “Tamanho amostral
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justificado (minimo de 20 voluntarios/ grupo ou calculo do poder do
estudo)?”; 4) “Houve boa adesao aos tratamentos nos estudos?”; 5) “O
estudo €& cego?” (considerado cegamento simples ou duplo); 6)
“Grupos semelhantes no baseline?”; 7) “Presenga de washout ou run
in?” (para estudos do tipo crossover). Por fim, foram excluidos
trabalhos em caso de indisponibilidade de acesso, apds contato sem
sucesso com os autores, e em caso de inadequagao da metodologia
utilizada.

A pontuagdo da qualidade das publicagdes foi determinada
somando-se 1 ponto para cada reposta negativa para os critérios
supracitados. Dessa forma, atribuiu-se pontuacdo 0 para aqueles
artigos que apresentaram melhor qualidade metodoldgica; 1 caso o
estudo fosse controlado, mas dois critérios ndo estivessem presentes;
2 caso o estudo nao fosse controlado ou 3 critérios ndo fossem
atendidos; e 3 caso 4 ou mais critérios ndo fossem atendidos.

Para expressar os resultados, além do numero pontuado, foi
adicionada a letra a para estudos controlados e b para nao controlados.
Estudos que receberam a pontuacdo 3 ndo foram considerados para
elaboracdo das conclusées desta revisdo''. Essa andlise foi realizada
de forma subjetiva, ndo sendo utilizada, portanto, estatistica formal
para definir as diferengas entre os estudos. Toda a pesquisa, analise,
selecédo e classificacdo dos artigos foi realizada por 3 pesquisadores

diferentes e os desacordos foram resolvidos por consenso.

5.1.5 Resultados

Inicialmente, 4724 artigos foram selecionados nas bases de
dados, sendo 96 no Science Direct, 4365 no PubMed e 263 no Scopus.
Um artigo nao identificado na pesquisa nas bases de dados foi incluido
devido a sua relevancia. Apos analise dos critérios de inclusao, 621
foram considerados elegiveis e, apds exclusédo dos trabalhos que néo
apresentaram os descritores nas palavras-chaves (n=559) e que
estavam indisponiveis para acesso (n=8), 54 artigos foram avaliados.

Apos leitura dos textos na integra, 13 artigos foram incluidos nesta
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revisdo sistematica (Figura 1). Desses, 12 artigos receberam
pontuagdo de qualidade <3 e foram utilizados para analises dos
resultados.

Na Tabela 1 estdo resumidos os estudos de intervencéo
dietética que investigaram os efeitos do consumo de 6leo de coco
sobre o perfil lipidico'>?*. Observa-se que a maioria (n=7) dos estudos
13.14,16.19, 21-23 §ncluiu mais de 20 voluntarios/grupo. Ainda, nota-se que
os desenhos experimentais dos estudos s&o variados, bem como o
tempo de intervencéo e as caracteristicas dos voluntarios. Além disso,
o tipo e a quantidade de lipideos totais das dietas, bem como o tipo e a
quantidade de o6leo de coco consumidos também foram diferentes
(Tabela 2).

Os efeitos do 6leo de coco foram comparados aos efeitos de
dleos fontes de PUFA'? 13 16,1719, 21,22, 24 " 4o MUFA™ e de outras
fontes de SFA' #16.18.19 (Tapela 1), sendo que apenas 1 estudo?® ndo
especificou a fonte lipidica utilizada para comparacgao.

Considerando os oleos fontes de PUFA, os efeitos do 6leo de

13, 22 e de

coco foram comparados aos 6leos de cartamo' '® '° de soja
canola'’. Assim, foi possivel observar que o consumo do 6leo de coco
elevou as concentracdes de CT sérico em relacao a esses trés oleos
(17,6+8,22 mg/dL'® '® 19 359+157 mg/dL™ e 20,2+21,2 mg/dL",
respectivamente), de LDL em relagdo aos 6leos de cartamo e canola
(14,345,0 mg/dL'> 1®"° ¢ 17,3+18,5 mg/dL"’, respectivamente) e de TG
apenas em relacdo ao 6leo de cartamo (6+3,7 mg/dL)".

Em relagdo ao consumo de azeite de oliva extra virgem, fonte de
MUFA, os mesmos resultados foram encontrados, porém em maior
magnitude do que quando comparado aos oOleos fontes de PUFA
(38+34 mg/dL de CT, 31+£34,5 mg/dL de LDL, 15,5+69,5 mg/dL de TG e
4+8 mg/dL de HDL)". Esses resultados sugerem que o consumo do
O0leo de coco exibe efeito prejudicial sobre o perfil lipidico em

comparagao aos acidos graxos insaturados.
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Figura 1 — Fluxograma da selecdo de estudos para revisdo sistematica. Science
Direct, http://www.sciencedirect.com/science/search; PubMed,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/advanced; Scopus, https://www.scopus.com/, n =
numero.

Considerando outras fontes de SFA, o éleo de coco melhorou o
perfil lipidico em comparagdo a manteiga, com redugdo das
concentracdes de CT (-9,9+6,4 mg/dL)"® *° LDL (-1,6+30,9 mg/dL)'® e
TG (-17,74#102 mg/dL)'. As concentracdes de TG também foram
menores quando comparadas ao consumo da gordura de carne (-
17,7+102 mg/dL)"2.

Em comparacdo ao 6leo de palma' "

e a gordura de carne?,
ambos fonte de acidos graxos saturados de cadeia longa, o 6leo de
coco aumentou as concentragdes de CT (26,1£18,3 mg/dL™ '° e 12+3
mg/dL"?, respectivamente). Em relagdo & LDL, essa foi maior somente

quando comparada ao dleo de palma (22,3+14,5 mg/dL)™ .
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Para a fracdo de HDL, observou-se um aumento em sua

concentragdo seérica, advindo do consumo de odleo de coco, quando

comparado aos 4&cidos graxos poli-insaturados' % 21 22 g0s

monoinsaturados' e aos saturados'> '+ 1519,

Com relacao ao tempo de tratamento, estudos de curta duragao

)12, 14-17, 19

(4 a 6 semanas apresentaram inconsisténcia dos resultados

em relagdo as concentragées de CT, LDL e TG. Por outro lado, dos

13, 22, 23

estudos de longa duragdo (>6 semanas) , somente Mendis e

colaboradores’ observaram aumento das concentracbes de CT

(35,9+14,3 mg/dL). Ja as concentragdes de HDL aumentaram tanto em

12, 14, 15,19 22,23

estudos de curta quanto de longa duragéao

Quanto ao estado nutricional, o consumo de 6leo de coco, tanto

em individuos com excesso de peso (IMC225 Kg/m2),™ ¢ 17. 19, 22. 23

quanto em individuos eutréficos (IMC 18,5 a 24,9 Kg/m?),'> " 15

resultaram em aumento das concentracdes de CT'#'7: 19 | pL'2 141719
e TG' ™. Além disso, em individuos com excesso de peso foi possivel
observar também a redugdo de CT'® '°, LDL'® e TG'®, enquanto em
individuos eutréficos apenas as concentragdes de TG reduziram'.
Quanto as concentragcées de HDL, essas também se encontravam

aumentadas tanto em individuos com excesso de peso19' 2,23

12, 14, 15

quanto

em eutréficos , apos o consumo do d6leo de coco. Em 2 estudos

nao foram apresentados o estado nutricional dos voluntarios™ ",

Em estudos realizados tanto com individuos saudaveis'?'® 19 22

16, 17

como hipercolesterolémicos , 0 consumo do 6leo de coco resultou

em aumento (25,8+12,1 mg/dL'™®" ¥ e 159+3 mg/dL'® 7,
respectivamente) e em reducdo das concentragbes de CT (-5,4+36,1

mg/dL™ e -14,4+31 mg/dL'®, respectivamente). Em individuos

saudaveis a concentracdo de LDL aumentou (21,3+10,1 mg/dL)'> ' 1%

9 e em hipercolesterolémicos os resultados foram controversos

(14,522 mg/dL'® " e -11,64+30 mg/dL'®). O aumento das concentracdes

de HDL ocorreu somente em individuos saudaveis (4,4+1,4 mg/dL)'*">

1922 6 em 1 estudo onde os voluntarios apresentavam, além da
hipercolesterolemia, diabetes e doengas cardiovasculares (3,1+7,4
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mg/dL)*®. Os TG se comportaram de forma contraditoria em individuos
saudaveis (10,8+6,7 mg/dL'* ™ e -10+3,6 mg/dL"?) e foram reduzidos
em hipercolesterolémicos (-17,7+102 mg/dL)"®.

A quantidade de lipideos totais das dietas consumidas variou de
21 a 38,3% do valor caldrico total (VCT) (Tabela 2), sendo que o unico
estudo realizado com dieta hipolipidica (<25% do VCT)* apresentou
aumento (3,244,8 mg/dL) das concentracbes de HDL. Os estudos
realizados com dietas normolipidicas (25 a 35% do VCT)'#" 23
apresentaram aumento de CT (27,7411 mg/dL)'*"°, de LDL (23,9+8,4
mg/dL)'® ™ '° de HDL (4,5+1,1 mg/dL)'® ™ '° 23 ¢ tanto aumento
(10,8+4,8 mg/dL)" ™ quanto reducdo (-10+3,6 mg/dL)"? de TG.

Em estudos com dietas hiperlipidicas (>35% do VCT)'"® 1" 19,
observaram-se efeitos controversos advindos do consumo de dleo de

16, 17, 19

coco, com aumento (15,414,4 mg/dL) e reducado (-9,916,4

mg/dL)'® " das concentragdes de CT e aumento (13,4+3,4 mg/dL)'® "
"9 e redugao (-11,6+30,9 mg/dL)'® de LDL. Enquanto as concentracdes
de HDL aumentaram' e de TG reduziram' (3,85+2,8 mg/dL e -
17,7£102 mg/dL, respectivamente).

A maioria dos estudos™® 1517 19,22, 23

nao relatou o tipo de 6leo
de coco fornecido para os voluntarios. Dentre os que especificaram,
apenas 1 estudo utilizou o 6leo de coco virgem, o que resultou em
elevacdo das concentragdes de HDL (3,1+7,4 mg/dL)'?, enquanto outro
estudo utilizou 6leo de coco refinado que, além do aumento do HDL
(4+0 mg/dL), resultou também em aumento de CT (38,5+0,7 mg/dL),
LDL (31,8+1,1 mg/dL) e TG (18+81 mg/dL)™.

Além do tipo, as quantidades de 6leo de coco fornecidas aos
voluntarios também foram variadas (1,5 a 33% do VCT). Assim, dos
estudos que ofereceram até 10% do VCT de 6leo de coco, McKenney e
colaboradores'’ observaram aumento das concentracdes de CT
(20,2+21,2 mg/dL) e de LDL (17,3x18,3 mg/dL). Apenas 3 estudos

ofereceram de 10 a 20% do VCT de éleo de coco'® ' #2

e 0s
resultados foram controversos, com aumento e redugdo de CT
(14,3+12,3 mg/dL"® " e -14,4+31 mg/dL®, respectivamente) e aumento
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e reducdo de LDL (11,4+0,3 mg/dL'™ ' e -11,6+22 mg/dL",
respectivamente), além de aumento (4,5+1,8 mg/dL)"® %> de HDL e
redugdo (-17,7+102 mg/dL)'® de TG.

A maior quantidade de 6leo de coco foi fornecida aos voluntarios
no estudo de Ng e colaboradores™ (33% do VCT) e resultou em uma
piora do perfil lipidico (38,5+0,71 mg/dL de CT, 31,8+1,1 mg/dL de LDL,
15,5472 mg/dL de TG e 4+7,8 mg/dL de HDL).

Outros 2 estudos forneceram 21% do VCT de 6leo de coco'® ™2,
Desses, enquanto o estudo de Reiser e colaboradores’? resultou em
aumento de CT (204£9,9 mg/dL), de LDL (20+2,2 mg/dL), de HDL (61,1
mg/dL) e em aumento (6£3,7 mg/dL) e em redugéo (10+3,6 mg/dL) de
TG, Mendis e colaboradores™ observaram apenas aumento das
concentragbes de CT (35,9+15,7 mg/dL) apés o consumo dessa
quantidade de 6leo de coco. Ainda, o estudo de Cardoso e
colaboradores? forneceu 24,6% do VCT de 6leo de coco, o que
resultou no aumento de HDL (3,1£9,3 mg/dL).

Além disso, também foram observados aumentos nas
concentragbes de Apo-Al e Apo-B (4,7£12,7 mg/dL e 6,4+17,6 mg/dL,
respectivamente) em individuos que apresentavam excesso de peso e
eram portadores de hipercolesterolemia, diabetes e DCV, apds o
consumo de dieta normolipidica, por longo periodo (12 semanas)?*.

Individuos com essas mesmas co-morbidades também foram
avaliados no estudo de Vijayakumar e colaboradores?*. Contudo, ao se
comparar o consumo de 6leo de coco refinado ao 6leo de girassol, néo
foram observadas alteracdes no perfil lipidico, mesmo apds 2 anos de
tratamento. Nesse sentido, em outro estudo'® também nzo foi
observada alteragdo desses parametros bioquimicos quando o
consumo de menos de 10% do VCT de d6leo de coco foi comparado ao

Oleo de palma, por 4 semanas, em individuos eutréficos e saudaveis.
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Tabela 1 — Efeitos do 6leo de coco sobre o perfil lipidico em estudos de intervengao

Referéncial/ N. de Desenho do Caracteristicas da Tratamento/ Principais resultados do 6leo de Pontuagao da
Autor, ano voluntarios e estudo populacao** Duracéao da intervengéao coco qualidade da
sexo/ idade publicagao
(anos)*
"Reiser, 1985 1943/ Crossover/ Eutroficos; Oleo de coco X gordura da carne X Oleo de coco X gordura de carne: 2a
26 randomizado/ Saudaveis 6leo de cartamo; 1CT, T1HDL, |TG;
controlado 5 semanas Oleo de coco X dleo de cartamo:
1CT, 1TG, tHDL, 1LDL
"Mendis, 2573/ Crossover Saudaveis Oleo de coco X 6leo de soja; 1CT 2b
1990 23 8 semanas
"“Ng, 1992 204, 139/ 2 bragos Eutrdficos; Oleo de coco X 6leo de palma X azeite Oleo de coco X 6leo de palma: 2b
30 paralelos/ saudaveis de oliva; 1CT, tLDL, tHDL;
randomizado 4 semanas Oleo de coco X azeite de oliva:
1CT, 1TG, tLDL
>Sundram, 1731 21 Crossover/ Eutroficos; LM: Oleo de coco + dleo de palmiste + LM X PA: 2b
1994 duplo-cego saudaveis 6leo de milho X PA: estearina de 1CT, 1LDL, tHDL
palma + 6leo de palma + 6leo de
palmiste + 6leo de milho;
4 semanas
®Cox, 1995 133, 159/ 54 Crossover/ Excesso de peso; Oleo de coco X manteiga X éleo de Oleo de coco X manteiga: |CT, 2b
randomizado  hipercolesterolémicos cartamo; ILDL, |TG;
6 semanas Oleo de coco X 6leo de cartamo:
1CT, 1LDL
1'McKenney, 64,59/ 58 Crossover/ Hipercolesterolémicos Oleo de coco X dleo de canola; 1CT, 1LDL 2b
1995 randomizado/ 6 semanas
duplo-cego
8Schwab, 159/ 24 Crossover/ Eutroficos; Oleo de coco X 6leo de palma; Oleo de coco X 6leo de palma: 2b
1995 Randomizado saudaveis 4 semanas sem alteragao do perfil lipidico
(Continua)
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Tabela 1 — Efeitos do éleo de coco sobre o perfil lipidico em estudos de intervengao (Continuagao)

Referéncial N. de Desenho do Caracteristicas da Tratamento/ Principais resultados do 6leo de Pontuacgao da
Autor, ano voluntarios e estudo populacao** Duragéo da intervengao coco qualidade da
sexo/ idade publicacido
(anos)*
™Cox, 1998 214,169/ 23 3 bragos Excesso de peso; Oleo de coco X manteiga X 6leo de Oleo de coco X manteiga: |CT, 2b
paralelos saudaveis cartamo; |LDL, t1HDL;
6 semanas - Oleo de coco X 6leo de cartamo:
1CT, 1LDL, 1HDL
“Mendis, 423,129/ 43 2 bragos Eutroficos; Oleo de coco X 6leo de soja; |CT, |LDL 3b
2001 paralelos hipercolesterolémicos 8 semanas
“INorton, 2004 223132 Crossover/ Eutroficos; Oleo de coco X 6leo de soja X dleo de THDL 1b
randomizado/ saudaveis soja hidrogenado;
duplo-cego 6 semanas
#Assuncao, 409/ 31 Randomizado/ Excesso de peso; Oleo de coco X dleo de soja; THDL, 1a
2009 2 bragos saudaveis 30mL/dia/ lrazéo LDL/ HDL
paralelos/ 12 semanas
duplo-cego/
controlado
SCardoso, 724,429/ 63 Controlado Excesso de peso; Oleo de coco; Oleo de coco X grupo controle: 2a
2015 DCV:; diabéticos; 13mL/dia/ THDL, 1 Apo-Al, 1 Apo-B
hipercolesterolémicos 12 semanas
24Vijayakumar, 1874, 139/ 59 Randomizado/ Excesso de peso; Oleo de coco X dleo de girassol; Sem alteragao do perfil lipidico 1b
2016 2 bragos DCV; diabéticos; 2 anos comparando-se 0s grupos
paralelos/ hipercolesterolémicos

simples cego

N.=numero; Jd=homens;

@=mulheres;

t=aumento; |=redugdo; CT=colesterol total;

HDL=lipoproteina de alta densidade; LDL=lipoproteina de baixa densidade;

VLDL=lipoproteina de densidade muito baixa; TG=triglicerideos; IMC=indice de massa corporal; mL=mililitros; Apo-Al=apolipoproteina A1; Apo-B=apolipoproteina B;
DCV=doenca cardiovascular; a=estudos controlados; b=estudos nao-controlados.
*=valores de média. **Os estudos de Mendis e Kumarasunderam' e McKenney e colaboradores'’ nao apresentaram dados de classificagdo do estado nutricional dos

voluntarios.
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Tabela 2 — Composicao nutricional das intervencdes dietéticas dos estudos que investigaram os efeitos do 6leo de coco sobre o

perfil lipidico
VCT CHO PTN LIP SFA MUFA PUFA OC* VCT CHO PTN LIP SFA MUFA PUFA
REFERENCIA (Kcal) (% do VCT) DIETAS DE COMPARACAO (Kcal) (% do VCT)
“Reiser, 1985 3400 50 15 35 10,4 1,9 0,5 21 Gordura da carne 3400 50 15 35 16,4 18 0,7
Oleo de cartamo 3400 50 15 35 28 3,8 28,1
"“Mendis, 1990 2425 59 14 30 27,4 1,8 0,5 21 Oleo de soja 2395 58 14 29 4,6 6,7 17,8
14Ng, 1992 2080 51 16 33 25,9 3,9 0,9 33 Oleo de palma 2101 49 16 34 16 14 3,7
Azeite de oliva 2028 50 16 33 121 21,8 2,9
"*Sundram, 2938 53 16 30 15,6 11,5 3,3 NI Mistura de 6leos: estearina de 2986 53 16 31 14,7 12,1 3,6
1994 palma + 6leo de palma + 6leo de
palmiste + 6leo de milho
"®Cox, 1995 2101 45 18 37 21 8 5 19 Manteiga 2054 48 16 36 21 9 2
Oleo de cartamo 2077 46 20 35 11 9 11
17McKenney, 2209 48,1 13,6 38,3 22,3 8,2 7,7 10 Manteiga 2054 48 16 36 8,6 16,6 12,1

1995
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Tabela 2 — Composigao nutricional das intervencdes dietéticas dos estudos que investigaram os efeitos do 6leo de coco sobre o
perfil lipidico (Continuagao)

VCT CHO PTN LIP SFA MUFA PUFA OC* VCT CHO PTN LIP SFA MUFA PUFA
REFERENCIA ~ (Kcal) (% do VCT) DIETAS DE COMPARACAO (Kcal) (% do VCT)
BSchwab, 1995 1816 459 143 37 197 10,4 49 1,5 Oleo de palma 1810 44,2 14,3 38,8 188 12,6 5,2
"YCox, 1998 1959 47 17 36 NI NI NI 18 Manteiga 1959 47 17 36 NI NI NI
Oleo de cartamo 1959 47 17 36 NI NI NI
“'Norton, 2004 2506 NI NI NI NI NI NI 19 Oleo de soja 2517 NI NI 38 NI NI NI
Oleo de soja hidrogenado 2543 NI NI 37 NI NI NI
“Assuncao, 1696,9 64 16 21 16,5 1,1 0,4 16 Oleo de soja 1700,1 64 147 21 3 4.8 10,7
2009
“Cardoso, 1584,8 52,5 223 246 124 64 28 246 NI 1579,8 522 236 25 101 7.4 3,1
2015
“\fijayakumar, NI NI NI NI NI NI NI NI Oleo de girassol NI NI NI NI NI NI NI
2016

VCT=valor caldrico total da dieta; CHO=carboidrato; PTN=proteina; LIP=lipideos; SFA=acidos graxos saturados; PUFA=acidos graxos poli-insaturados; MUFA=acidos graxos
monoinsaturados; OC=6éleo de coco; Kcal=caloria; NI=n&o informado.

*os estudos de Sundram e colaboradores’® e Vijayakumar e colaboradores®* apresentaram dados insuficientes para quantificar a quantidade de 6leo de coco fornecida aos
voluntarios.
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5.1.6 Discussao

O consumo de 6leo de coco pode exercer efeitos benéficos® %

ou até mesmo neutros®® sobre o perfil lipidico. Contudo, neste trabalho,
a avalicdo dos resultados de estudos clinicos de intervencdo que
avaliaram o efeito do consumo do d6leo de coco sobre o perfil lipidico
sérico, apesar de controversos, mostra que o 6leo de coco influenciou
0s parametros bioquimicos analisados.

Os estudos que compararam o consumo de 6leo de coco aos
oleos fontes de PUFA ou fontes de outros SFA, tanto animal quanto
vegetal, obtiveram resultados contraditorios. Contudo, pode se
destacar o aumento do CT, LDL e HDL, quando o 6leo de coco foi o
substituto de PUFA, e aumento de HDL, quando substituto de outras
fontes de SFA.

Quando a comparacao dos efeitos do 6leo de coco foi realizada
com relagdo ao azeite de oliva, fonte de MUFA foi possivel observar
elevagdo de CT e LDL. Contudo, esse resultado deve ser analisado
com cautela, principalmente devido ao fato de que apenas um estudo
realizou essa comparacdo'®. Apesar disso, sabe-se que o maior
consumo de MUFA, em relacdo ao consumo de SFA, pode melhorar o
perfil lipidico, por reduzir o colesterol total*’ e aumentar a HDL?"?°.

Os efeitos do 6leo de coco sobre o perfil lipidico se justificam,
entre outros, devido a composigao diferenciada desse 6leo, que é
composto em sua maior parte por acidos graxos de cadeia média®.
Esses acidos graxos apresentam metabolismo hepatico distinto e, por
isso, podem afetar o metabolismo do colesterol e das lipoproteinas no
figado, suprimindo a atividade do receptor da LDL (LDL-r)*. Além do
tamanho da cadeia, o maior nivel de saturagdo dos acidos graxos do
6leo de coco também pode reduzir a atividade do LDL-r*>.

Além disso, o oOleo de coco também apresenta elevadas
concentragdes de acido laurico (C12:0) e &cido miristico (C14:0)*.
Outros estudos ja demonstraram a capacidade tanto do acido laurico*

31, 32

quanto do acido miristico , em aumentar o colesterol total.
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O acido laurico influenciaria as concentracbes de colesterol,
mais do que os outros lipidios saturados, pelo fato de ser um substrato
pobre para as enzimas A® e A° desaturases, sofrendo menos o
processo de elongamento, ao contrario dos acidos graxos de cadeia
longa. Dessa forma, ele permaneceria por mais tempo como um acido
graxo saturado no organismo, exercendo sua agao sobre o aumento do
colesterol* 2%,

No entanto, os resultados que comparam o 6leo de coco com
outras fontes de SFA néo foram consistentes e, nessa revisao, foi
possivel observar que também houve reducédo de CT e LDL em relagao

ao consumo de manteiga'® ™

. Esse fato, por sua vez, pode ser
explicado pela maior proporgéao de acido palmitico (C16:0) presente na
manteiga16, quando comparada ao oleo de coco. Nesse caso, o0 menor
tamanho dos acidos graxos de cadeia média permite que eles sejam
absorvidos diretamente pela circulagdo portal e sejam oxidados mais
rapidamente no figado, ao contrario dos AGCL®*, contribuindo menos
para a elevacdo do colesterol®.

Além disso, o acido palmitico (C16:0) também pode levar a
producao de particulas de VLDL com maior porcentagem de SFA do
que lipidios fontes de acido laurico. O acido laurico, por sua vez,
produz VLDL com mais SFA que o acido oleico (C18:1). Essa
composicao diferenciada de VLDL, dependendo da composicdo de
acidos graxos ingeridos, podendo levar a diferencas de metabolismo
dessa lipoproteina, com maior razdo de hidrdlise para as particulas
derivadas da ingestdo de C18:1, intermediarias para C12:0 e menores
para C16:0, o que pode culminar com diferengas na concentragao de

LDL, seguindo essa mesma tendéncia* *’

. Esse fato explica, em
partes, os resultados apresentados pelos artigos analisados neste
trabalho, onde houve maiores concentracées de LDL e CT apods o
consumo de dietas ricas em SFA e menores em dietas ricas em MUFA
e PUFA.

A hidrdlise diminuida de VLDL pode estar associada também ao
aumento de TG plasmatico®, sendo que esse aumento ja foi observado
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em outro estudo envolvendo TCM>*. Esse processo, por sua vez, pode
levar & formacdo de particulas de LDL menores, mais densas® e mais
susceptiveis a oxidagao e que, por isso, podem estar mais associadas
ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares®'.

Com relagdo a HDL, os estudos avaliados apresentaram
elevagao dessa lipoproteina apds o consumo do 6leo de coco'® 4 119
21,22 Além disso, as concentracdes de Apo-Al também foram maiores
em individuos que consumiram 6leo de coco®. Essa apolipoproteina é
a maior constituinte da particula de HDL e sua elevagao esta associada
ao aumento das concentragdes de HDL circulantes®. Efeitos benéficos
anti-inflamatérios do 6leo de coco virgem também foram relacionados a
essa maior propor¢cdo de Apo-Al nas particulas de HDL, devido a sua
composi¢ao, rica em compostos antioxidantes, como polifendis e

835 0 que pode evitar a acdo pro-inflamatoria da LDL?,

vitamina

Contudo, a comparacao dos efeitos do 6leo de coco com PUFA,
MUFA ou outros SFA deve ser analisada com cautela, pois o0s
resultados inconsistentes dos artigos analisados demonstram que,
mais importante do que avaliar a ingestdo de uma ou outra fonte de
lipidios individualmente, deve-se observar a composi¢céo lipidica da
dieta como um todo®, pois é a proporcdo dos acidos graxos na dieta
que pode aumentar ou ndo o risco de desenvolvimento de
hipercolesterolemia®’.

Os periodos de intervengao dos estudos avaliados (=4 semanas)
foram suficientes para possibilitar a influéncia do 6leo de coco sobre o

31.38 o entanto, os efeitos do consumo desse 6leo em

perfil lipidico
longo prazo ainda ndo s&o claros®.

Além disso, a partir dos estudos analisados, foi possivel
observar que o estado nutricional parece nao interferir nos efeitos do
Oleo de coco sobre os parametros bioquimicos, o que corrobora com o
estudo de Liau e colaboradores®. Contudo, os resultados controversos
desses estudos podem ter sido influenciados pelas caracteristicas da
populagdo estudada, ja que em alguns estudos a investigacdo foi
realizada em grupos com doencas especificas, como dislipidemias'® "7,
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além de diabetes, hipertensdo, doengas cardiovasculares®® 4, esse

fato pode ser considerado um fator de confusdo que compromete a
avaliacao dos resultados desses estudos.

A quantidade de lipideos totais das dietas consumidas foi
variada nos estudos avaliados. Estudos com humanos ja
demonstraram que dietas ricas em acido laurico tém a capacidade de
aumentar o CT e a LDL, quando comparado a dietas ricas em acido
oleico, tanto normolipidicas*’ quanto hiperlipidicas®'. Contudo, nesta
revisdo, foi possivel observar que, apesar de um estudo com dieta
hipolipidica o consumo de 6leo de coco ter elevado as concentragdes

de HDL?, nos demais estudos, tanto com dietas normolipidicas'®'> %

quanto com dietas hiperlipidicas'® " 1°

, a influéncia desse 6leo sobre
0os parametros bioquimicos foi controversa. Dessa forma, pode-se
argumentar que, além da recomendagao da quantidade de lipideos que
devem ser consumidos, o 6leo fonte desses lipideos também deve ser
levado em consideracao para a tomada de decisao sobre a inclusao ou
nao do oleo de coco na dieta.

Além disso, para inclusdo desse 6leo na dieta € importante levar
em consideragao, também, o tipo de 6leo de coco a ser consumido e a
sua quantidade. Conforme observado, a maioria dos estudos néo
informou se o dleo de coco utilizado era virgem ou refinado' '*17: 19. 22
2 e nao houve uma padronizagdo na quantidade ofertada desse dleo.

Ja foi demonstrado que o consumo de 6leo de coco virgem pode
exercer efeitos benéficos sobre o perfil lipidico?®, devido a sua maior
concentracdo de compostos antioxidantes e aos efeitos que esses
exercem, principalmente sobre a HDL®. Além disso, estudos
experimentais, que avaliaram o consumo de dietas hiperlipidicas em
que toda a proporcgao de lipideo consumido era proveniente de 6leo de
coco virgem, resultaram em redugdo nos valores de CT® #2. Contudo,
em humanos, as evidéncias disponiveis nao permitem estabelecer a
quantidade adequada de d6leo de coco que seja mais efetiva para

melhoria desses parametros.
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Além disso, outras limitacbes encontradas nos artigos
analisados sdo em virtude das suas caracteristicas metodoldgicas.
Essa inconsisténcia dos resultados dos trabalhos avaliados pode ser
destacada pela avaliagéo dos artigos (Tabela 1), o que demonstra que
esses resultados ndo sao passiveis de comparagdes e duvidas ainda
persistem sobre os reais beneficios e/ou riscos da utilizacdo do 6leo de

COCO.

5.1.7 Conclusao

Essa revisao sistematica sugere que ndo ha um consenso com
relagdo aos efeitos do consumo de 6leo de coco sobre o perfil lipidico
sérico, tendo sido observado tanto o aumento das concentragdes de
colesterol total e LDL apds seu consumo, o que sugere cuidado na
utilizacdo desse o6leo, quanto o aumento de HDL, o que pode ser
considerado benéfico.

Dessa forma, pode-se concluir que a evidéncia cientifica
disponivel até o momento € inconsistente e insuficiente para
estabelecer uma relagéo entre o consumo de 6leo de coco e o perfil
lipidico. Futuros estudos, com delineamentos experimentais mais
cuidadosos, maior numero amostral e maior tempo de intervencao, se
fazem necessarios, para inferir sobre o real risco ou beneficio do

consumo de d6leo de coco.
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5.2 Artigo Il: Consumo de 6leo de coco aumenta a expressao de
marcadores inflamatorios e a incorporagdo de acidos graxos

saturados em tecidos de ratas Wistar
5.2.1 Resumo

O dleo de coco virgem (Cocos nuficera L.) apresenta composi¢céo
diferenciada de acidos graxos dos demais 6leos o que confere efeitos
benéficos para quem o consome. Contudo, a quantidade desse 6leo
que deve ser adicionada a alimentagdao ainda ndo € definida. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da substituigao
parcial da fonte lipidica da dieta por 6leo de coco virgem em relagéao
aos parametros antropométricos, bioquimicos, inflamatérios e do
estresse oxidativo de ratas Wistar. Para tanto, ratas Wistar adultas
foram aleatoriamente divididas em 4 grupos experimentais (n=8) que,
durante 10 semanas, receberam dietas normolipidicas, que diferiam na
fonte lipidica utilizada, sendo: G1 — controle AIN-93M, 6leo de soja; G2
— substituicdo de 10,4% do total de lipideos por 6leo de coco; G3 —
substituicdo de 50% do total de lipideos por 6leo de coco; G4 —
substituicdo de 95% do total de lipideos por 6leo de coco. Ao final do
periodo experimental, ndo foi observado alteragdo nos parametros
antropométricos advindos do consumo de d6leo de coco, contudo foi
possivel observar que em G3 houve elevagdo das concentragdes
séricas de triglicerideos, comparado aos demais grupos que receberam
O0leo de coco. Além disso, nos tecidos adiposos intra-abdominal,
mesentérico e perirrenal e no tecido hepatico dos animais foram
encontrados maiores teores de acido caprico (C10:0), de 4&acido
miristico (C14:0) e de acidos graxos saturados (SFA) total nos grupos
alimentados com maiores quantidades de d6leo de coco, em
comparacao a G1 e G2. O consumo de 6leo de coco também elevou as
concentragdes de IL-1B e IL-12. Por outro lado, foi possivel observar
maior atividade da enzima catalase nos grupos que receberam oleo de
coco e reducdo de MDA em G3, em comparacao a G1. Assim, conclui-
se que, apesar do consumo de 6leo de coco, em uma dieta

normolipidica, aumentar a atividade da enzima catalase e reduzir a
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peroxidagao lipidica, a substituicio de maiores quantidades dos
lipideos da dieta por d6leo de coco pode elevar as concentragdes
plasmaticas de triglicerideos, bem como podem levar ao maior acumulo
de C10:0, C14:0 e SFA total, tanto no figado quanto nos diferentes
tecidos adiposos. Esses resultados, associados ao aumento das
concentracbes de citocinas proé-inflamatérias no tecido adiposo,
ressaltam que o consumo desse Oleo deve ser realizado com cuidado e
atencdo e, portanto, mais estudos se fazem necessarios para
determinacgao da quantidade adequada a ser consumida.

Palavras-chaves: 6leo de coco virgem, consumo, perfil lipidico,

inflamacgao.
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5.2.2 Abstract

The virgin coconut oil (Cocos nuficera L.) has a unique composition of
oils from other fatty acids which gives benefits to those who consume it.
However, the amount of this oil to be added to food is not yet defined.
The aim of this study was to evaluate the effects of the partial
replacement of the lipid source of the diet for virgin coconut oil in
relation to anthropometric, biochemical, inflammatory and oxidative
stress in Wistar rats. Therefore, adult Wistar rats were randomly divided
into 4 experimental groups (n = 8) for 10 weeks and received
normolipidics diets that differed in the lipid source used, as follows: G1 -
AIN-93M control, soybean oil; G2 - replacing 10.4% of total lipids of
coconut oil; G3 - replacement of 50% of total lipids of coconut oil; G4 -
replacing 95% of total lipids of coconut oil. At the end of the
experimental period, there was no change in anthropometric
parameters arising from coconut oil consumption however, it was
observed that in G3 was elevated serum triglycerides, compared to
other groups who received coconut oil. Moreover, in fatty
intraabdominal, mesenteric and perirenal fat tissue and liver tissue of
animals were found larger capric acid content (C10:0), myristic acid
(C14:0) and saturated fatty acids (SFA) total in groups fed with higher
amounts of coconut oil, compared to G1 and G2. The consumption of
coconut oil also increased IL-1B concentrations and IL-12. Moreover,
we observed increased activity of the enzyme catalase in the groups
receiving coconut oil and reduced MDA G3 when compared to G1. It is
therefore concluded that although coconut oil consumption in a
normolipidica diet increase the catalase enzyme activity and reduce
lipid peroxidation, replacement of larger quantities of dietary lipids of
coconut oil may raise plasma concentrations triglycerides, and can lead
to further accumulation of C10:0, C14:0 and the total SFA, both in the
liver as in the different adipose tissues. These results, associated with
increased concentrations of pro-inflammatory cytokines in adipose

tissue, point out that the consumption of oil should be carried out with
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care and attention and therefore more studies are necessary to
determine the appropriate amount to be consumed.

Keywords: virgin coconut oil, consumption, lipid profile, inflammation.
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5.2.3 Introducao

O oleo de coco (Cocos nucifera L.) possui composicao
diferenciada dos demais 6leos, apresentando cerca de 90% de acidos
graxos saturados (SFA), dos quais 60 a 63% sao acidos graxos de
cadeia média (AGCM)1. Ainda, a maior proporcdo desses acidos
graxos € representada pelo acido laurico (C12:0), seguida pelo acido
miristico (C14:0)% 3.

Estudos ja demonstraram que essa composigao do 6leo de coco
pode estar associada a um metabolismo diferenciado desse 6leo no
organismo, o que pode resultar em menor ganho de peso associado a
sua ingestdo®”.

Além disso, o 6leo de coco virgem apresenta em sua
composicdo elevadas quantidades de fitoquimicos’ e o seu consumo
pode estar associado & melhora do perfil lipidico sérico®'°, com
aumento da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL)®. Esses fitoquimicos
também podem auxiliar na prevencdo do estresse oxidativo, com
reducdo da peroxidacdo lipidica™ e da oxidacdo de proteinas e de

lipoproteinas, como a Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL)"".

12,13 14,15

Contudo, estudos tanto em humanos quanto em animais
apresentaram resultados controversos advindos do consumo de acido
laurico, com alteragdo dos parametros bioquimicos e dos
biomarcadores inflamatorios™, apos sua ingestdo. Nesse sentido, nos
ultimos anos, tem sido recomendada a substituicido de dietas com
maiores quantidades de SFA por dietas com maiores teores de lipidios
insaturados, como fontes de acidos graxos poli-insaturados (PUFA),
para melhoria desses parametros'®.

Esses fatos justificam a investigacdo deste trabalho, que visou
determinar a combinagao ideal de ingestdo de 6leo de coco e de 6leo
de soja na dieta, que resultasse na ingestdo de um perfil lipidico mais
saudavel’. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos
da substituicado parcial da fonte lipidica da dieta por 6leo de coco
virgem em relagdo aos parametros antropométricos, bioquimicos,

inflamatorios e do estresse oxidativo de ratas Wistar.
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5.2.4 Metodologia
5.2.4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), sob o
namero de protocolo 99/2014 (Anexo A).

5.2.4.2 Animais e dietas

Foi realizado um estudo experimental controlado, com duracao
de 10 semanas. Para tanto, foram utilizadas trinta e duas ratas fémeas
da linhagem Wistar (Rattus novergicus, variedade albinus, Rodentia),
com 60 dias de vida, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa. Os
animais foram randomicamente divididos em quatro grupos
experimentais, cada um contendo 8 roedores'’, os quais foram
mantidos em gaiolas individuais, com ciclo claro/escuro de 12 horas e
temperatura média de 2212 °C.

Os animais receberam dietas formuladas de acordo com as
recomendacgdes AIN-93M, propostas pelo American Institute of
Nutrition™® para manutencdo de animais adultos. Para confeccao
dessas dietas houve a substituicdo parcial da fonte lipidica, em
diferentes concentragdes, por 6leo de coco virgem, de forma que se
mantivessem isocaldricas (Tabela 1). Assim, foram produzidas as
seguintes dietas: dieta controle AIN-93M (4g de 6leo de soja/ 100g de
dieta, G1); dieta com 10,4% de 6leo de coco (0,424g de 6leo de coco +
3,58g de dleo de s0ja/100g de dieta, G2); dieta com 50% de dleo de
coco (2,17g de 6leo de coco + 2g de 6leo de soja/ 100g de dieta, G3);
dieta com 95% de d6leo de coco (4,12g de 6leo de coco + 0,2g de dleo
de soja/ 100g de dieta, G4). O cuidado em oferecer no maximo 95% do
total de lipideos como 6leo de coco se deveu ao fato de que esse dleo
nao apresenta todos os acidos graxos essenciais® e, por isso, eles

foram fornecidos a partir do 6leo de soja.
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Tabela 1 — Composicao das dietas experimentais

Grupos
Ingredientes™* 1 2 3 4
Amido de milho (qsp*) 46,57 46,57 46,57 46,57
Caseina (>85% de proteina) 14 14 14 14
Amido dextrinizado 15,5 15,5 15,5 15,5
Acucar refinado 10 10 10 10
Oleo de Soja 4 3,58 2 0,2
Oleo de Coco 0 0,424 2,17 4,12
Celulose 5 5 5 5
Mix mineral 3,5 3,5 3,5 3,5
Mix vitaminico 1 1 1 1
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Peso final 100 100,004 100,17 100,32
Kcal total 376,6 376,6 376,6 376,6

Dietas baseadas na recomendacdo AIN-93M (Reeves et al, 1993). **Dietas (g/100 g);
*gsp = quantidade suficiente para; g = gramas; Kcal = quilocalorias.

Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos
ao jejum de 12 horas e, em seguida, anestesiados de 3 a 5 minutos
com isoflorano, a 3% (Cristalia®, Brasil) e submetidos & exsanguinagao
total. Foi coletado o sangue e foram excisados o figado e os tecidos
adiposos intra-abdominal, mesentérico e perirrenal, os quais foram
congelados a -80°C para analises posteriores. Além disso, uma
pequena porcdo do tecido adiposo intra-abdominal foi separada para

analises histoldgicas.

5.2.4.3 Analises histologicas

Fragmentos do tecido adiposo intra-abdominal foram removidos
e fixados em solugdo de formalina de Carson'® tamponada com 1% de
calcio em temperatura ambiente. Em seguida, os tecidos foram
desidratados em gradientes crescentes de etanol (70% a 100%) e
incluidos em Paraplast Plus (Sigma®, Suica). Seccdes transversais de
5um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo (modelo CUT
4055, Olympus®, EUA) e coradas com hematoxilina e eosina®. Vinte

imagens por animal (80 imagens por grupo) foram capturadas
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utilizando-se o microscépio Primo Star 2012 (Zeiss®, Alemanha), com
camera fotografica acoplada (Aixo ERc5s, Zeiss®, Alemanha), com
ampliacéo total de 200x e com 2048x1024 pixels de resolugao.

O numero e a area de adipdcitos foram determinados conforme
metodologia de Boqué e colaboradores?'. Resumidamente, as imagens
foram analisadas com o software Adiposoft (Adiposoft from CIMA,
University of Navarra), validado por Galarraga e colaboradores®. Para
area, utilizou-se o fator de calibracdo no Adiposoft igual a 0.17 e, para
a contagem das células, determinou-se a area de cada foto (141164,2

u?). O nimero de adipdcitos foi expresso pela area da foto.

5.2.3.4 Analises bioquimicas

Glicose, triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e HDL-colesterol
(HDL-c) foram dosados nas amostras de soro, por meio de métodos
enzimaticos colorimétricos, utilizando-se kits comerciais (Bioclin®,
Brasil) e o aparelho BS200 (Mindray®, China). A concentragdo de LDL-
colesterol (LDL-c) foi calculada segundo a equagao de Friedewald e

colaboradores?.

5.2.4.5 Perfil de acidos graxos dos 6leos utilizados nas dietas e

dos tecidos

Os lipideos dos oleos (coco virgem e soja), do figado e dos
tecidos adiposos (intra-abdominal, mesentérico e perirrenal) foram
extraidos utilizando-se o método de Folch e colaboradores®* e
saponificados e esterificados, segundo Hartman e Lago®. A
identificacao dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa (Shimadzu®, modelo CG-17/ Class, Jap&o),
equipado com detector de ionizagdo e coluna cromatografica capilar de
silica fundida (biscianopropil polysiloxane SP-2560) de 100 metros de
comprimento e 0,25 mm de didametro e detector de ionizagdo em
chama. A programacao de analise utilizada foi temperatura inicial de

leitura de 120°C, isotérmica por 10 minutos e posterior aguecimento de
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4°C/ minuto até 240°C, permanecendo nessa temperatura por 50
minutos. A temperatura do vaporizador foi de 240°C e do detector de
260°C. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio em 24 cm/seg., a
175°C. A razao split da amostra no injetor foi de 1/10 e o volume de
injecdo foi de 1uL*?".

Para identificacdo dos acidos graxos presente nas amostras foi
realizado a comparacdo do tempo de retengdao das amostras com o
padrao de mistura de acidos graxos (FAME — SupelcoTM de C4:0a C
24:0, Sigma-AIdrich®, EUA), sendo os resultados expressos em

percentuais.

5.2.4.6 Dosagem de citocinas inflamatoérias

Amostras de tecido adiposo dos animais (100mg/ animal) foram
homogeneizadas com tampéao fosfato (50 mM, Tween-20 a 0,05% e
aprotinina a 5mg/mL) e centrifugadas a 8000g (modelo Z216MK,
Hermle®, Alemanha) por 5 minutos, & 4 °C, e o sobrenadante foi
retirado para as analises. As concentrag¢des das citocinas inflamatdérias
interleucina-1B (IL-1B), interleucina-12 (IL-12), interferon Y (IFN Y) e
fator de necrose tumoral a (TNF a) foram determinadas
simultaneamente utilizando-se o kit RECYT-65K-04 (IL-1(3, IL-12p70,
IFN Y e TNF a) (Millipore®, Alemanha), utilizando-se a tecnologia
Luminex xMAP.

5.2.4.7 Determinacdo das concentragbées das enzimas

antioxidantes no figado

A concentracdo de Superdxido Dismutase (SOD) foi
determinada por meio de metodologia de adaptada de Dieterich e
colaboradores®®. Ja a concentragdo da enzima catalase (CAT) foi
determinada pela taxa de decaimento do peroxido de hidrogénio, por
meio da metodologia adaptada de Aebi®®. As concentracdes das
enzimas foram determinadas utilizando-se espectrofotdmetro
(Multiskan GO, Thermo Scientific®, Finlandia).
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5.2.4.8 Avaliagao da peroxidacao lipidica no tecido hepatico

A peroxidacdo lipidica foi avaliada, conforme metodologia

proposta por Buege e Aust®

, através da determinagao da capacidade
do malondialdeido (MDA), um produto secundario da peroxidacao
lipidica, de reagir com o &cido tiobarbitirico (TBARS) (Merck®,
Alemanha). Para tanto, foi utilizada mensuragao espectrofotométrica

(Multiskan GO, Thermo Scientific®, Finlandia), a 535 nm.

5.2.4.9 Determinagao de proteinas

A quantidade de proteina presente nas amostras de tecido
hepatico utilizadas nas analises de CAT, SOD e TBARS foram
mensuradas segundo metodologia de Lowry e colaboradores®!, com
leituras em espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Scientific®,
Finlandia), a um comprimento de onda de 700nm, para que o0s
resultados pudessem ser normalizados pelas concentragdes de

proteinas.

5.2.4.10 Analises estatisticas

A normalidade das variaveis foi determinada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e, em seguida, as variaveis foram submetidas a
analise de variancia. As comparagdes entre os quatro grupos foram
realizadas pela analise de variédncia, ANOVA one way, seguida do teste
post hoc de Tukey para dados com distribuicdo normal, enquanto que,
para os dados ndo paramétricos, foram aplicados os testes de Kruskal
Wallis, complementado pelo teste de comparagdes multiplas de
Dunn’s. O processamento e anadlise estatistica dos dados foram
realizados utilizando o software SPSS, versao 20 para Windows (SPSS
INC. Chicago, IL. USA), considerando a<0,05. Os resultados foram
expressos como média + erro padrao para resultados com distribuicao
normal e mediana % intervalo interquartilico para resultados nao

parameétricos.
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5.2.5 Resultados
5.2.5.1 Parametros antropométricos

Comparando os diferentes grupos experimentais, observou-se
que o peso corporal e o consumo alimentar foram semelhantes
(p>0,05) (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito do consumo do dleo de coco sobre o peso corporal e o consumo alimentar
dos grupos experimentais. (A) média de peso corporal (g)/semana de tratamento; (B) consumo
médio diario (g). G1=grupo controle; G2=10,4% de 6leo de coco; G3=50% de d6leo de coco;
G4=95% de odleo de coco. Os valores séo expressos como média + EP (n=8). ANOVA one way
seguida de post hoc de Tukey, p>0,05.

Com relagcdo aos demais parametros antropométricos, bem
como as diferencas entre as medidas finais e iniciais desses, nao foram
observadas diferencas entre os grupos (p>0,05) (Tabela 2). Além disso,
também nao foram observadas diferencas relacionadas ao coeficiente
de eficacia alimentar, ao peso do figado e ao indice hepatossomatico

entre os grupos experimentais (p>0,05) (dados ndo mostrados).
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Tabela 2 - Efeito da substituicao da fonte lipidica da dieta por 6leo de

COCO nos parametros antropométricos

Parametros G1 G2 G3 G4 P
Peso inicial (g) 217+3,92 216,63+4,09 216,38+4,58 216,5014,79 0,999
Peso final (g) 269,63+6,26 258,50+5,96 259,71+3,17 258,1 £+10,83 0,642
A Peso 52,50+3,0 41,8615,56 44,29+3,75 41,63%7,89 0,460
IMC inicial 0,55+0,13 0,53+0,01 0,53+0,01 0,55+0,02 0,790
(g/cm?)
IMC final (g/cm?) 0,64+0,03 0,59+0,02 0,64+0,02 0,62+0,02 0,473
AIMC 0,09+0,03 0,07+0,02 0,13+0,03 0,08+0,02 0,256
Perimetro 12,66+0,26 12,78+0,22 12,8010,29 13,16+0,32 0,607
abdominal inicial
(cm)
Perimetro 16,65+0,71 15,90+0,31 16,09+0,39 15,53+0,39 0,180
abdominal final
(cm)
A perimetro 3,99+0,76 3,13+0,35 3,29+0,46 2,36+0,32 0,127
abdominal (cm)
Perimetro 13,60+0,18 13,21+0,23 13,33+0,23 13,40+0,25 0,670
toracico inicial
(cm)
Perimetro 15,20+0,17 14,68+0,15 14,81+£0,42 14,64+0,23 0,439
toracico final (cm)
A perimetro 1,60+0,18 1,46+0,29 1,49+0,39 1,24+0,25 0,841
toracico

G1=grupo controle; G2=10,4% de 6leo de coco; G3=50% de 6leo de coco; G4= 95% de dleo de
coco. A = diferenga entre os tempos finais e iniciais de cada parametro. Valores expressos em
média + DP (n=8). ANOVA one way seguida de post hoc de Tukey.

5.2.5.2 Analises histolégicas do tecido adiposo

Os resultados das analises histolégicas do tecido adiposo intra-
abdominal estao representados na Figura 2, onde é possivel constatar
que o consumo de 6leo de coco, independente da quantidade, nao

afetou 0 numero e nem a area dos adipdcitos (p>0,05).
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Figura 2 — Efeito do consumo de 6leo de coco sobre a morfometria do tecido adiposo de ratas
Wistar. (A) numero de adipdcitos; (B) area de adipdcitos (u?). G1=grupo controle; G2=10,4% de
6leo de coco; G3=50% de 6leo de coco; G4=95% de 6leo de coco. Os valores s&o expressos
como média + EP (n=8). ANOVA one way seguida de post hoc de Tukey, p>0,05.
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5.2.5.3 Parametros bioquimicos

Com relagao aos parametros bioquimicos, a substituicao de 50%
do total de lipidios da dieta por 6leo de coco elevou as concentragdes
séricas de triglicerideos, comparado a substituicado de 10,4% e 95%
(p=0,004), sem alterar as concentragcdes de colesterol, HDL, LDL e
glicose (p>0,05) (Figura 3).
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Figura 3 — Efeito do consumo de 6leo de coco sobre parametros bioquimicos de ratas Wistar.
(A) Concentragdes séricas de Colesterol (mg/dL); (B) concentragdes séricas de Triglicerideos
(mg/dL); (C) concentracdes séricas de HDL (mg/dL); (D) concentragcdes séricas de LDL
(mg/dL). G1=grupo controle; G2=10,4% de 6leo de coco; G3=50% de dleo de coco; G4=95%
de 6leo de coco Os valores sdo expressos como média + EP (n=8). abe Diferengas entre os
tratamentos s&o indicadas por letras diferentes e foram consideradas estatisticamente
significantes se p<0,05; ANOVA one way seguida de post hoc de Tukey.
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5.2.5.4 Perfil de acidos graxos dos odleos utilizados nas dietas e

dos tecidos hepatico e adiposos

A composigcao dos o6leos utilizados para elaboragao das dietas
experimentais esta apresentada na Tabela 3, onde se observa uma
maior propor¢ao de acidos graxos de cadeia média e longa nos oOleos

de coco e de soja, respectivamente.

Tabela 3 — Perfil de acidos graxos dos 6leos utilizados para elaboragao

das dietas experimentais

I~ 0
Acido Graxo Concentragoes (%)

Oleo de Coco Oleo de soja
C8:0 5,22 -
C10:0 5,41 -
C12:0 51,64 -
C14:0 19,86 0,04
C16:0 8,82 10,57
C18:0 3,04 4,90
SFA total 94,03 15,55
C18:1 5,10 2410
MUFA total 5,12 24,16
Cc18:2 0,70 52,00
C18:3 - 5,86
PUFA total 0,69 58,43
AGCM total 62,27 -
AGCL total 37,60 100

Oleo de coco (Dr. Organico®, Porto Feliz, Brasil) e 6leo de soja (Soya, BUNGE®, Brasil). A
identificagdo dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa. C8:0=acido caprilico;
C10:0=acido caprico; C12:0=acido laurico; C14:0=acido miristico; C16:0=acido palmitico;
C18:0=4cido estearico; C18:1=acido oleico; C18:2=4acido linoleico; C18:3=acido linolénico;
SFA=acidos graxos saturados; MUFA=acidos graxos monoinsaturados; PUFA=acidos graxos
poli-insaturados; AGCM=acidos graxos de cadeia média; AGCL = acidos graxos de cadeia
longa. Os valores sédo apresentados em g/100g.

O perfil de acidos graxos foi analisado, também, no tecido
hepatico (Tabela 4) e nos tecidos adiposos intra-abdominal,
mesentérico e perirrenal (Tabela 5). No tecido hepatico, foi possivel
observar que no grupo G4 foram encontrados maiores teores de acido
caprico (C10:0), um acido graxo de cadeia média, em comparagao com
o grupo G2 (p=0,002), e de acido miristico (C14:0), em comparagéo

com G2 e G1 (p<0,001).
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Os teores de SFA total (p=0,002) e MUFA total (p<0,001) foram
maiores nos grupos G3 e G4, em comparagdo aos demais grupos
experimentais. Em contrapartida, maiores teores de PUFA total foram
observados nos animais dos grupos G1 e G2 em comparagdo com 0s

demais grupos (p<0,001).

Tabela 4 — Efeito da substituicdo da fonte lipidica da dieta por dleo de

coco no perfil lipidico de figado de ratas Wistar

Acidos Figado
graxos G1 G2 G3 G4 p
C10:0 0,22+0,01® 0,08+0,01° 0,23+0,02®® 0,70+0,23° 0,002%
C12:0 0,21+0,04  0,37+0,20  0,43+0,13  0,15+0,03 0,320
C14:0 0,48+0,08°  0,55+0,07°  0,99+0,09® 1,63+0,21° <0,001%
C16:0 23,76+0,63% 23,46+0,58% 27,87+1,21%° 29 30+0,50° <0,001%
C18:0 13,83+1,18  14,71+0,82  12,33%1,19 11,06£0,91 0,075
SFAtotal  38,43+0,84° 39,18+1,37° 42,31+0,52° 40,71%0,53° 0,002"
C18:1 20,86+1,78% 20,03+0,84° 27,32+1,45° 32,67+1,4° <0,0018
MUFA total 22,81%1,92° 22,23+1,07° 31,24+1,87° 37,84+1,76° <0,001%
C18:2 18,20+1,14% 17,40+2,13° 11,21+1,14° 5,34+0,31° <0,001"
C18:3 0,75+0,08  0,85+0,12  0,42+1,10  0,46%0,07 0,059
PUFA total 37,88%1,60° 37,60+1,83° 26,04+2,11° 18,54%+1,53° <0,001

A identificagcdo dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa. C8:0=acido caprilico;
C10:0=4acido caprico; C12:0=acido laurico; C14:0=acido miristico; C16:0=acido palmitico;
C18:0=4cido estearico; C18:1=acido oleico; C18:2=acido linoleico; C18:3=acido linolénico;
SFA=acidos graxos saturados; MUFA=acidos graxos monoinsaturados; PUFA=acidos graxos
poli-insaturados. G1=grupo controle; G2=10,4% de 6leo de coco; G3=50% de 6leo de coco;
G4=95% de oleo de coco. Os valores sdo expressos em meédia + EP para amostras com
distribuicdo normal e em mediana % intervalo interquartilico para amostras com distribuigdo nao
normal (n=8). **° Diferengas entre os tratamentos sdo indicadas por letras diferentes e foram
consideradas estatisticamente significantes se p<0,05, "ANOVA one way seguida de post hoc
de Tukey; $Kruskal Wallis complementado pelo teste de Dunn’s.

Com relacdo aos diferentes tecidos adiposos, o tecido adiposo
intra-abdominal apresentou maiores teores de C10:0 nos grupos G3 e
G4 (p<0,001). No tecido adiposo mesentérico, foram observados
maiores teores desse mesmo acido graxo no grupo G4, seguido pelo
grupo G3 (p<0,001). Resultado semelhante foi observado para o tecido
adiposo perirrenal (p<0,001).

Os teores de C14:0 também foram maiores nos grupos G3 e G4
nos tecidos adiposos intra-abdominal (p<0,001) e perirrenal (p=0,001),

em comparagdo como o0s demais grupos. No tecido adiposo
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mesentérico, esse acido graxo apresentou-se aumentado no grupo G4,
seguido G3 (p<0,001).

Ja os teores de SFA total foram maiores nos grupos G3 e G4
nos tecidos adiposo intra-abdominal (p<0,001), mesentérico (p=0,008)
e perirrenal (p=0,005).

Com relagcdo ao total de MUFA, menores tores foram
observados no grupo G3, em comparagao ao grupo G1, no tecido
adiposo intra-abdominal (p=0,036). Ja no tecido adiposo perirrenal,
esses acidos graxos estavam aumentados no G4, em comparagao com
os grupos G1 e G2 (p=0,001).

Por fim, os teores de PUFA total foram menores no grupo G4,
seguido pelo grupo G3, em comparagao com os demais grupos, para
os tecidos adiposos intra-abdominal (p<0,001) e mesentérico
(p<0,001). No tecido adiposo perirrenal, menores teores desses acidos
graxos foram observados no grupo G4, em comparagao aos grupos G1
e G2 (p=0,001).
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Tabela 5 — Efeito da substituicdo da fonte lipidica da dieta por éleo de coco no perfil lipidico dos diferentes tecidos adiposos de
ratas Wistar

Acidos Tecido adiposo intra-abdominal Tecido adiposo mesentérico Tecido adiposo perirrenal

graxos G1 G2 G3 G4 P G1 G2 G3 G4 P G1 G2 G3 G4 P
C10:0 0,11+0,03% 0,38+0,03% 2,26+0,24° 3,70£0,37°  <0,001 0,08+0,01°  0,50+0,03°  2,46+0,10°  4,60+0,18° <0,001° 0,10£0,01°  0,60+0,05° 2,50+0,28° 5,11£0,39°  <0,001°
C12:0 - 0,04+0,02 0,04+0,02 0,06+0,01 0,672 0,06+0,01 0,06+0,01 0,03+0,01 0,11+0,06 0,073 0,05+0,02 0,02+0,01 0,10+0,07 0,05+0,01 0,129

C14:0 1,04£0,03°  1,26+0,04%°  2,29+0,47°  4,10¢0,25°  <0,001%  1,05+0,05°  1,43+0,04°  3,08+0,13°  5,07#0,14° <0,001" 1,16£0,04*>  1,65+0,04° 3,1520,24° 3,90£0,85°  0,001*
C16:0  24,6140,40  24,59+1,03  26,19+0,87  26,15+0,50 0,252  24,73+0,41° 25,13:0,61* 27,930,52° 30,16:0,92° <0,001* 20,88+3,00° 23,95:0,68° 26,82:0,79°  26,99:0,74°  0,004°
C18:0  12,5446,50° 32,48+7,50®° 4570+0,62° 41,36+6,59° 0,0028  19,73+8,05 20,74+#8,52  39,52+6,18 24,49+819 0,194  14,224621% 37,25+533"° 33,80+6,45° 41,21+573"°  0,006%
SFA 38,63%6,54° 59,04%7,59°° 76,66+0,95° 75,6016,28° <0,001° 46,01%8,35° 45,65+8,22° 73,35%6,33" 64,72t7,90° 0,008 26,42+4,41° 26,51+0,69° 33,89%0,63*° 37,11+3,36°  0,005"
total
c18:1 30,5646,71  12,25+7,96 - - 0,211  22,33+7,93  26,18+7,70 - 21,3748,12 0,309  40,28+0,94 - 18,84+11,74 - 0,414
MUFA  35,4346,55° 16,91%7,95°°  6,25+0,22°  13,6446,39°® 0,036°  26,68+7,67  30,75t7,45 12,21#5,86  28,65t8,06 0,233  4592+0,78° 47,19+1,05° 49,42+1,81®° 54,68+1,55° 0,001°
total
C18:2  24,32+#1,14® 21,87+1,05° 14,60+0,64°  9,1242,07°  <0,001" 24,06+1,19° 21,89+1,10° 12,80+0,55° 5,39+0,47° <0,001" 22,65+3,12° 19,77+2,86° 13,45+0,81a° 4,58+0,83°  0,001%
Cc18:3 - 0,300,12 0,20+0,05 0,13+0,01 0,628 0,46+0,43 - 0,40+0,18 2,47+2,39 0,990 - 0,06+0,03 0,18+0,11 0,04+0,01 0,186
PUFA  24,92+1,18° 22,91#1,02° 15,36+0,68°  9,73%0,83° <0,001* 24,8+1,16° 22,53%1,11* 13,39%0,59° 5,79+0,57° <0,001" 23,11%3,13* 20,43+2,85" 14,34%1,16®  4,85+0,81°  0,001°
total

A identificagdo dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa. C8:0=acido caprilico; C10:0=acido caprico; C12:0=acido laurico; C14:0=acido miristico; C16:0=acido palmitico; C18:0=acido estearico; C18:1=acido
oleico; C18:2=4cido linoleico; C18:3=4cido linolénico; SFA=4acidos graxos saturados; MUFA=4cidos graxos monoinsaturados; PUFA=4cidos graxos poli-insaturados. G1=grupo controle; G2=10,4% de 6leo de coco; G3=50%
de dleo de coco; G4=95% de dleo de coco. Os valores sdo expressos em média + DP para amostras com distribuigio normal e em mediana # intervalo interquartilico para amostras com distribuigdo ndo normal (n=8). *>°

Diferengas entre os tratamentos sdo indicadas por letras diferentes e foram consideradas estatisticamente significantes se p<0,05, “ANOVA one way seguida de post hoc de Tukey; “Kruskal Wallis complementado pelo teste
de Dunn’s.
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5.2.5.5 Citocinas inflamatérias no tecido adiposo intra-abdominal

As analises das citocinas inflamatdrias no tecido adiposo intra-
abdominal revelam que os animais que receberam oleo de coco,
independente da concentracédo, apresentaram maiores concentragcdes
de IL-18 (p=0,039), quando comparados aos animais que receberam
Oleo de soja. As concentragdes de IL-12 foram maiores nos grupos G3
e G4, em comparagdo com os demais grupos (p=0,014). Ja as
concentragdes de IFN Y e TNF a foram semelhantes entre os grupos
(p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4 — Concentragdes de citocinas inflamatdrias no tecido adiposo intra-abdominal de ratas
Wistar. (A) Interleucina-18 (mg/mL); (B) Interferon Y (IFN Y) (mg/mL); (C) Interleucina-12
(mg/mL); (D) Fator de necrose tumoral a (TNF a) (mg/mL). G1=grupo controle; G2=10,4% de
6leo de coco; G3=50% de 6leo de coco; G4=95% de 6leo de coco. Os valores sdo expressos
como mediana % intervalo interquartilico (n=8). abe Diferengas entre os tratamentos sao
indicadas por letras diferentes e foram consideradas estatisticamente significantes se p<0,05;
Kruskal Wallis complementado pelo teste de Dunn’s.

5.2.5.6 Concentracao das enzimas antioxidantes e peroxidagao
lipidica no figdo

Com relagdo a concentracdo das enzimas do sistema
antioxidante no figado, as concentracbes de CAT foram maiores nos
grupos que consumiram O6leo de coco, independente da quantidade,
quando comparados ao grupo controle (p<0,001). Ja a concentracéo de

SOD foi semelhante entre os grupos (p>0,05). Com relagdo a
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peroxidacao lipidica, as concetracbes de MDA foram menores no grupo
G3, em comparagéao ao grupo G1 (p=0,021) (Figura 5).
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Figura 5 — Efeito do consumo de O6leo de coco sobre a concentracdo das enzimas
antioxidantes e a peroxidagao lipidica em ratas Wistar. (A) atividade da enzima Superdxido
Dismutase (U/mg de proteina); (B) atividade da enzima Catalase (U/mg de proteina); (C)
Malondialdeido (mmol/mg de proteina). G1=grupo controle; G2=10,4% de o¢leo de coco;
G3=50% de odleo de coco; G4=95% de 6leo de coco. Os valores sdo expressos como média *
EP (n=8). *"° Diferengas entre os tratamentos s&o indicadas por letras diferentes e foram
consideradas estatisticamente significantes se p<0,05; ANOVA one way seguida de post hoc
de Tukey.

5.2.6 Discussao

O 6leo de coco nado afetou o consumo alimentar e o peso
corporal dos animais neste estudo, independente da quantidade
ingerida, apesar de ja ter sido relatado que o consumo de TCM estaria
relacionado com a reducdo de ambos® ’. Esse resultado pode ser
explicado devido ao tempo de tratamento (10 semanas), pois ja foi
verificado que em experimentos com longo tempo de duragdo podem
ocorrer adaptacao de genes especificos que podem influenciar o ganho
de peso dos animais®. Nesse sentido, o estudo de Gerson e
Shorland®, também n3o observou diferenca nesses parametros, apos
12 semanas de tratamento, em animais que consumiram 6leo de coco
em uma dieta hiperlipidica (>4g de 6leo/ 100g de dieta).

O numero e a area dos adipécitos do tecido adiposo intra-

abdominal foram semelhantes entre os grupos, independente da fonte
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lipidica da dieta consumida. A auséncia de resultados significativos
pode ser justificada pela pequena quantidade de o6leo de coco
consumido nos tratamentos, ja que Diaz-Villasefor e colaboradores?,
ao fornecerem uma dieta hiperlipidica, cuja fonte lipidica era éleo de
coco, a ratos obesos, observaram aumento da area de adipdcitos,
comparado ao oleo de soja, em uma dieta normolipidica. Além disso, a
adaptacao génica apos longo tempo de tratamento>?, também pode ter
influenciado nestes resultados.

O consumo diario de 50% de oleo de coco elevou as
concentragdes seéricas de triglicerideos, em comparagédo aos demais
grupos. Sabe-se que o acido laurico (C12:0), presente em grandes
quantidade no oleo de coco, e o acido palmitico (C16:0) podem
produzir particulas de Lipoproteinas de Densidade Muito Baixa (VLDL)
com mais SFA do que os acidos graxos insaturados'®. Essa
composicao diferenciada da VLDL, pode levar a diferengcas de
metabolismo dessa lipoproteina no figado, assim, ocorreria uma maior
razdo de hidrolise das particulas derivadas de acidos graxos
insaturados, em comparagao as particulas ricas em C12:0 e C16:0, o
que culminaria no aumento das concentracdes séricas dos TG™ 1> 34,

Esse aumento n&o estaria relacionado ao comprimento da
cadeia carbbnica dos acidos graxos, mas sim ao seu nivel de
saturacdo>. Dessa forma, seria esperado que a maior ingestao de SFA
resultasse em concentragdo sérica mais elevada de triglicerideos.
Contudo, os mecanismos que justificam esse aumento apenas na
concentragéo ingerida de 50% 6leo de coco n&o séao claros e, portanto,
mais estudos se fazem necessarios.

Neste estudo, foi possivel observar diferengas na incorporagao
de acidos graxos no figado e nos diferentes tecidos adiposos dos
animais que receberam 6leo de coco, sendo que resultados
semelhantes ja foram encontrados em outros estudos® 2> *. Os perfis
lipidicos desses tecidos refletem a taxa de distribuicdo, conversao e
deposicdo dos lipideos no organism037, e estdo diretamente
relacionados aos acidos graxos consumidos na dieta®®. Assim, o grupo
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alimentado com a menor concentragao de 6leo de coco (10,4% de dleo
de coco) apresentou menor incorporagao dos acidos graxos caprico
(C10:0) e miristico (C14:0), encontrados em maior quantidade nesse
oleo, tanto no figado quanto nos diferentes tecidos adiposos.

A menor incorporacdo de AGCM pode ser explicada devido ao
seu metabolismo diferenciado, pois eles sédo transportados diretamente
para o figado, onde sofrem rapida oxidagao® 2. Além disso, os AGCM
também podem exercer menor efeito sobre a atividade da enzima
lipase liproteica, diminuindo a sua captagao e, consequentemente, sua
incorporacdo no tecido adiposo* %" %2, Contudo, os resultados obtidos
neste estudo sugerem que existe um limite para essa menor
incorporagdo dos AGCM nesses tecidos. Esse fato pode ser
exemplificado pelos maiores teores de acido caprico (C10:0), de acido
miristico (C14:0) e de SFA total em animais experimentais que
receberam maiores concentragdes de 6leo de coco.

Em estudos com animais alimentados com 6leo de coco como a
fonte lipidica em dietas hiperlipidicas, também foi possivel observar
maior incorporacdo de SFA totais no tecido adiposo®® e de &cidos
graxos de cadeia média, tanto no tecido adiposo quanto no figado.

Considerando que os lipideos consumidos afetam diretamente o
metabolismo do tecido adiposo®®, essa alteracdo em seu perfil lipidico
pode resultar na modificagdo das propriedades funcionais das
membranas celulares®®. Assim, os resultados obtidos neste estudo
demonstram que o consumo de 6leo de coco deve ser realizado com
cautela, pois a composicdo de acidos graxos dietéticos reflete
diretamente em seu armazenamento e, assim, determina a
disponibilidade desses acidos graxos, que podem ser mobilizados,

20. 4, 42 Além disso, esses

favorecendo sua liberacdo para o soro
lipideos acumulados sdo mais aterogénicos, o que aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas coronarianas®.

Nesse sentido, o aumento da concentragdo de citocinas
inflamatérias no tecido adiposo intra-abdominal, observado nesse
estudo, reforca a importancia do cuidado na utilizagdo do 6leo de coco.
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O mecanismo relacionado a essa alteracdo pode estar relacionado ao
fato de que os acidos graxos saturados podem ser a base da elevacéao
do estado inflamatério*, devido a ativacdo de TLR4 (Toll like receptor -
receptor do tipo Toll 4)* 4.

Além disso, o acido laurico ja foi relacionado ao aumento do
estado inflamatério, por iniciar a ativacdo de TLR4 e a linha de
sinalizagdo de células do sistema imune, como macréfagos™ & 47,
aumentando a resposta inflamatéria sistémica, e refletindo no aumento
da resposta imune®.

Assim, ja foi demonstrado que dietas hiperlipidicas e ricas em
graxos saturados podem aumentar as citocinas pro-inflamatoérias, como
TNF o®. A inflamagdo, nesses casos, pode estar relacionada ao
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis, como
cancer®.

Esses resultados corroboram com o estudo de Carlson e
colaboradores*®, que observaram um aumento na concentracdo de
citocinas pro-inflamatérias em animais alimentados com 10% do total
de lipideos de TCM, em uma dieta normolipidica, e com o trabalho de
Hamsi e colaboradoresso, que também verificaram o aumento de
biomarcadores inflamatodrios e de estresse oxidativo em animais que
consumiram uma dieta hiperlipidica com substituicdo completa da fonte
lipidica por 6leo de coco virgem apds aquecimento.

Com relacdo ao estresse oxidativo, sabe-se que o 6leo de coco
virgem € o resultado de um processamento conhecido como extracao
umida, que se da, inicialmente, pela obtengao do leite de coco fresco a
partir da polpa dos frutos do coco. Em seguida, é produzida uma
emulsdo que é quebrada, sem o uso de produtos quimicos, associada

ou a altas temperaturas™ % °

. O processamento com o controle de
temperatura é o mais desejavel®’, pois permite que o 6leo obtido
apresente maiores concentragdes de fitoquimicos, como polifendis,
tocoferdis e fitoesterdis, que exibem efeito antioxidante e anti-

inflamatdrio, e sao termicamente instaveis’.
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Assim, considerando que o estresse oxidativo € o desequilibrio
entre a produgado de espécies reativas de oxigénio e o sistema de
defesa antioxidante, que culmina na producao desordenada de radicais
livres®®, os quais podem levar a danos oxidativos em lipidios, proteinas

e acidos nucleicos®® *°

, um sistema de defesa antioxidante eficaz é
necessario para o controle desses radicais livres.

Esse sistema antioxidante é composto pelas enzimas
antioxidantes, como a superéxido dismutase e a catalase. A SOD é
uma metaloproteina e € a primeira enzima envolvida na defesa
antioxidante, diminuindo a produgcdo de O,. Ja a CAT é uma
hemoproteina, localizada nos peroxisomos, capaz de catalisar a
decomposicdo do H,0, para agua e oxigénio®. Por outro lado, o MDA
€ o produto final da peroxidacdo lipidica e pode ser utilizado para
monitorar o estresse oxidativo em células e tecidos®” %8,

Nesse sentido, Arunima e Rajamohan11 fizeram um estudo
comparativo dos efeitos de dietas hiperlipidicas, com diferentes fontes
de lipideos (6leo de coco virgem, azeite de oliva, 6leo de girassol e
oleo de copra), na capacidade antioxidante de ratos e observaram um
aumento da atividade das enzimas antioxidantes e reducdo da
peroxidagao lipidica e oxidagado de proteinas. Esse mesmo resultado
também foi observado por Nevin e Rajamohan®®, quando compararam
os efeitos do 6leo de coco virgem ao 6leo de copra, tanto in vivo quanto
in vitro. E provavel que a maior quantidade de fitoquimicos, como

polifendis, tocoferdis e fitoestersis’ %

10, 11, 56

, No 6leo de coco possa ter
contribuido para esses resultados

Esses mecanismos justificam os resultados obtidos neste
estudo, onde foi possivel observar aumento da concentracdo da
enzima CAT nos grupos que consumiram oleo de coco em comparagao
ao grupo controle. Além disso, foi possivel observar uma redugao nas
concentragbes de MDA no grupo que consumiu 50% do total de
lipideos como oOleo de coco, em comparagdo com 0O grupo controle.

Contudo, os mecanismos que justificam a redugdo de MDA apenas
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nesse grupo ainda nao estdo completamente esclarecidos e, portanto,

mais estudos se fazem necessarios.

5.2.7 Conclusao

O consumo de 6leo de coco em uma dieta normolipidica, por um
periodo de 10 semanas, nao afetou o consumo alimentar ou o peso
corporal de ratas Wistar. No entanto, o consumo desse 6leo foi capaz
de aumentar a concentragdo da enzima catalase, provavelmente por
meio da sua elevada concentracao de polifendis. Esse fato, associado
a reducao da peroxidacéo lipidica, sugerem que o 6leo de coco virgem
apresenta efeitos antioxidantes.

Os resultados desse trabalho também demonstraram que a
substituicdo de maiores quantidades dos lipideos da dieta por éleo de
coco pode elevar as concentragdes plasmaticas de triglicerideos, bem
como pode levar ao maior acumulo de C10:0, C14:0 e SFA total, tanto
no figado quanto nos diferentes tecidos adiposos.

Esses resultados, associados ao aumento das concentragdes de
citocinas pré-inflamatoérias no tecido adiposo apés o consumo de 6leo
de coco, independente da concentragdo, ressaltam que o consumo
desse Oleo deve ser realizado com cuidado e atencao.

Dessa forma, sugere-se que a substituicdo de 10,4% do total de
lipideos por 6leo de coco € a concentragao consumida com menores
efeitos adversos e que ainda acarreta beneficios a saude. No entanto,
mais estudos, com enfoque nos mecanismos relacionados a deposicao

e metabolismo dos TCM desse 6leo se fazem necessarios.
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6 CONCLUSAO GERAL

A evidéncia cientifica concernente sobre os efeitos do consumo
do oleo de coco sobre o perfil lipidico disponivel até o momento é
inconsistente e insuficiente para estabelecer a relacdo entre esses dois
fatores. Futuros estudos, com delineamentos experimentais mais
cuidadosos, maior numero amostral e maior tempo de intervencao, se
fazem necessarios, para inferir sobre o real risco ou beneficio do
consumo desse oleo.

Da mesma forma, os efeitos do consumo das concentragdes de
O0leo de coco analisadas neste estudo sobre os parametros
antropométricos, bioquimicos, inflamatorios e do estresse oxidativo em
ratas Wistar demonstram resultados controversos e reforcam que o
consumo desse Oleo deve ser realizado com cuidado e ateng&o. Além
disso, mais estudos, com enfoque nos mecanismos relacionados a
deposicdo e metabolismo dos TCM do dleo de coco, se fazem

necessarios.
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APENDICE A - CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

Férmula proposta por Mera et al. (1998):

N =2 x (ta/2 x DP)?
E2

Na qual:
ta/2 = Valor da tabela de distribuigcao t (two-tailed)
DP = desvio padrao

E = diferenga que se deseja detectar no estudo

- Variaveis a serem utilizadas para o calculo:

Baseline
Média+EP Média+EP Média+EP
Grupo 1 Grupo 2 para férmula
Peso (g) 305+94 304 +5,0 3045+7,2
n 9 7 8

Fonte: Geliebter et al, 1983

1) ta/2 = 2,998, considerando um poder estatistico de 98%

2) DP = SE x \n DP=7,2xV8 DP=20,4g

3) E = 30g, considerando uma diferenca de 20% no ganho de peso
entre animais que consumiram triglicerideos de cadeia longa vs. cadeia
média (Geliebter et al, 1983)

n=2x(2998 x20,4)*> n= 38,3 =8 animais por grupo
302
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Comissdio em 174032015 com validade de 12 mescs.

CERTIFICATE
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the Luthanasia recommended by CONCEAMOTI therctioe heing approved by the
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